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INTRODUCCION

En el analisis de los diferentes parametros de alnoratorio es imprescindible la

utilizacion de métodos analiticos sometidos a rotgso de validacion que permita
obtener resultados representativos y fiables, de esdo se puede asegurar la
confiabilidad de estos.

Mediante un proceso de validacion, ya sea de @r@cbspectivo, retrospectivo o de
revalidacion, se comprueba si el método es lo isafiemente confiable y si los

resultados previstos se obtienen dentro de las@onds prefijadas.

La validacion de los métodos analiticos se fundamen la determinacion de diversos
parametros, que se aplican de acuerdo con la céegda que pertenezcan. Por este
motivo es necesario el uso de la estadistica, pupst la necesidad de soportar el
proceso de validacion exige el tratamiento estadigtara el manejo y andlisis de los
datos permitiendo juicios con criterio que llevama adecuada evaluacion.

El uso de la estadistica asociada a un estudi@ugbiidad de métodos analiticos, fue
reportado en la literatura desde 1946. Postericen&iouden publico en 1975 un
Manual Estadistico en la Asociacion de Quimicosliates Oficiales (AOAC) en el cual

se reportaron las bases de la validacion de métqd&3

Los objetivos de una validacion de métodos inclugeavaluacion de las caracteristicas
de desempefio del método, la demostracion que ebdméesarrollado por un laboratorio

es util para la aplicacion propuesta, la demosimaque las modificaciones realizadas a
un método no afectan su desempeifio, obtenienddadssiiconfiables y la demostrando
gue un método es equivalente a otro. La validadémmeétodos de analisis se puede
realizar a través de la Comparacion con un métdibialp validado o estandarizado,

Adicién estdndar, Comparacion de las curvas deeséyr lineal de estdndares con curvas

de regresion lineal de placebos enriquecidos (45)



La digestibilidad es uno de los factores mas ingmiets para evaluar la calidad nutritiva
de las raciones que consumen los animales dom&spicaue indica el grado en que los
nutrientes de los ingredientes van a ser aproveshdilectamente por el animal. Una
buena digestibilidad de la dieta resultara en umgom productividad por parte del
animal. (44)

En la determinacion de la digestibilidad de alimentvarias técnicas pueden ser
utilizadas, sin embargo la técnica que usa indiemddue desarrollada debido a las
dificultades de realizar la recoleccion total de heces excretadas, especialmente en

animales de pastoreo. (15)

Los marcadores son compuestos de referencia upadosnonitorear aspectos fisicos y
quimicos, haciendo estimaciones cuantitativas ditatigas de la fisiologia nutricional.
Los marcadores que se pueden utilizar son cenligaima, y 6xido cromico, que son
compuestos indigeribles. Estos materiales tambiédn kido denominados como
indicadores, trazadores, sustancias de referencsustancias indicadoras, y se ha
denotado de manera especial, como marcadores deetas, a aquellos que pueden ser
colocados en ella, pueden ser constituyentes megwta la misma o ser administrados de
forma oral.

Para el calculo de la digestibilidad con marcadmegun la técnica de las proporciones,
se han descrito algunas férmulas, en funcion deldion de las concentraciones de los

nutrientes y el marcador, tanto en la racion comiasg heces. (44)

La evaluacion de diferentes métodos usados en iestutk digestion, surge de la
necesidad de simplificar los procedimientos, redue labor y costos de las
determinaciones. Antes de que una metodologiangpdee de forma rutinaria, se debe
identificar una 0 mas caracteristicas deseablesné¢ébdo, dependen de una serie de
factores lo que hace necesario algunos experimeprilgninares con el fin de su

optimizacién, para conservar recursos y tiempo.

Las consecuencias de una deficiente calidad eat&rdinacion de pardmetros suponen
un riesgo para la satisfaccion del consumidor del@dun valor incorrecto de los

componentes nutricionales por lo que desencadegpandigdas econdmicas.



Para una completa evaluacion del valor nutritivo loe alimentos, ademas de su
composicion quimica, los efectos de los procesadighstion, absorcion y metabolismo
animal deben ser considerados. Los ensayos detilipgad permiten examinar la
proporcion de nutrientes absorbibles presentesnenracion. La digestibilidad y el
consumo son dos de los principales parametros efuged la calidad de un alimento. La
digestion incompleta representa la mayor pérdidaeleproceso de utilizacion de la

energia consumida.

El proyecto planteado en la Procesadora Nacion#lideentos (PRONACA), Area de
investigacion y Desarrollo, y en el DepartamentoAdeguramiento de Calidad, esta
encaminado a la implementacion del método de amalisnizas Acido Insolubles en
laboratorio, y principalmente a contribuir con &spectos mas importantes como son el
de mejoramiento de la calidad del alimento, lo geenitird verificar la asimilaciéon o
aprovechamiento del alimento lo cual repercutel @mceemento del peso y obtencion de

carne de buenas caracteristicas.

El objetivo del presente trabajo de investigaciénvalidar el método Cenizas Acido
Insolubles para determinar digestibilidad en alitnemalanceado frente al método de
referencia ya utilizado en el método de Recolecdiotal, para dicha validacion se
aplicara tres alternativas diferentes de establetemétodo CIA para determinar
digestibilidad en la Procesadora Nacional de Atitase C.A. PRONACA Quevedo.

CAPITULO |



1. PARTE TEORICA

1.1. VALIDACION

La validacién de las metodologias, junto a otrdividades englobadas en el control del
aseguramiento de la calidad, permite demostrarsaldboratorios que sus métodos
analiticos proporcionan resultados fiables. (5)

“Validacion es la confirmacién mediante el exameiayprovision de una evidencia
objetiva de que se han satisfecho unos requisadscplares para un uso pretendido y
especifico”. Norma ISO 8402 (8)

La validacion de métodos emplea un conjunto dehasiegque comprueban todas las
hipotesis en las que se basa el método analiticestgblecen y documentan las
caracteristicas de rendimiento de un método, deamaki asi si dicho método es
adecuado para un propoésito analitico particulas. daaacteristicas de rendimiento de los
métodos analiticos son: la aplicabilidad, la selatad, el calibrado, la veracidad, la

fidelidad, la recuperacién, el rango de funcionamug el limite de cuantificacion, el

limite de deteccidn, la sensibilidad y la robustezeden afadirse la incertidumbre de la

medicion y la adecuacion al propésito. (10)

Validar un método analitico consiste en verifigalocumentar su validez, esto es, su
adecuacion a unos determinados requisitos, previgngstablecidos por el usuario, para

poder resolver un problema analitico particulay. (5

Estos requisitos son los que definen los parametmierios de calidad que debe poseer

el método a utilizar para resolver el problemaiéical (5)



Tipo estadistico Tipo operativo/econémico

v Veracidad, Trazabilidad v Inversion

v Precision, Incertidumbre v Mantenimiento
+ Representatividad + Rapidez

/ Sensibilidad +/ Facilidad de uso
v Selectividad v Simplicidad

v Limite de deteccion
v Limite de cuantificacion
v Robustez

FIGURA 1. PARAMETROS DE CALIDAD DE UN METODO ANALIT ICO

Segun la norma ISO/IEC 17025, los laboratorios defadidar todos los métodos que se
utilicen en el laboratorio, tanto los desarrollados ellos mismos como aquellos
procedentes de fuentes bibliograficas o desarmdlgubr otros laboratorios. Ademas,
tambien es necesario que el laboratorio valideriésodos de referencia aunque, en este

caso, no es necessario que el laboratorio reatiaevalidacioon completa. (5)

Hay dos principales fuentes de referencia en laimeatacion de la OMS en relacién
con la validacion. Recalca que la validacion debadacirse de conformidad con
protocolos predefinidos. Deben prepararse y aln@serninformes escritos que resuman

los resultados y las conclusiones registradas.

Los procesos y procedimientos deben establecedse da base de un estudio de

validacion. Debe realizarse una revalidacion pécagara asegurar que los procesos y
los procedimientos sigan siendo capaces de loggaekultados concebidos. (27)

La validacion de procesos requiere la identificaaé los elementos criticos del proceso
de produccion. También incluye calificacion de Isistemas de apoyo como la

produccion de agua, los sistemas de suministrareley éa calificacion de equipo. (45)

Es de gran importancia la claridad de algunos t@gs)icomo los siguientes:
 INCERTIDUMBRE DE MEDIDA es el parametro, asociadbresultado de una
medicion, que caracteriza la dispersion de losrealque podrian ser razonablemente

atribuidos al mesurando (45)



ESPECIFICIDAD es la habilidad de evaluar inequivoeate el analito en presencia
de componentes que se puede esperar que esténtgseJépicamente éstos pueden
incluir impurezas, productos de degradacion, laimdil2)

EXACTITUD se expresa la cercania entre el valor gaeaceptado, sea como un
valor convencional verdadero (material de referemaierno de la firma), sea como
un valor de referencia aceptado (material de retéaecertificado o estandar de una
farmacopea) y el valor encontrado (valor promedadtenido al aplicar el
procedimiento de andlisis un cierto nimero de veces

INTERVALO DE LINEALIDAD es el ambito entre la menoy la mayor
concentracién de analito en la muestra (incluyeéstas concentraciones) para las
cuales se ha demostrado que el procedimiento ianaliéne el nivel adecuado de
precision, exactitud y linealidad.

LIMITE DE CUANTIFICACION es la cantidad mas pequeflal analito en una
muestra que puede ser cuantitativamente determowmdaxactitud aceptable. Es un
parametro del analisis cuantitativo para nivelgesbde compuestos en matrices de
muestra y se usa particularmente para impurezaoguptos de degradacion. Se
expresa como concentracion del analito.

LIMITE DE DETECCION es la cantidad mas pequefiamiigo en una muestra que
puede ser detectada por una Unica medicion, canvehde confianza determinado,
pero no necesariamente cuantificada con un vakectexEs comiunmente expresado
como concentracion del analito.

LINEALIDAD es la habilidad (dentro de un ambito d@dddel procedimiento
analitico de obtener resultados de prueba quediesttamente proporcionales a la
concentracion de analito en la muestra.

REPETIBILIDAD es la precision obtenida bajo las mé&s condiciones de
operacion en un intervalo corto de tiempo (misn&),gdor un mismo analista, en la
misma muestra homogénea y en el mismo equipo.

REPRODUCIBILIDAD: se expresa la precision entrediatorios como resultado
de estudios interlaboratoriales disefiados paradstizar la metodologia.
ROBUSTEZ es la medida de la capacidad de un pnodedio analitico de
permanecer inafectado por pequefas pero delibevatiasiones en los parametros

del método y provee una indicacién de su fiabilidadtondiciones de uso normales.



e SELECTIVIDAD esta describe la habilidad de un pdigegento analitico para
diferenciar entre varias sustancias en la muests aplicable a métodos en los que
dos o0 més componentes son separados y cuantifieadasa matriz compleja. (12)

1.1.1. VALIDACION DE METODOS DE ANALISIS

Fotografia N° 1. LABORATORIO BROMATOLOGICO.

La validacién de un método de analisis 0 ensaymusée interpretar como el proceso de
definir un requisito y confirmar que el método desayo bajo consideracion tiene
capacidades de desempefio consistentes con lo qulitacion requiere en el
laboratorio de analisisver Fotografia N° L Por consiguiente, como algo implicito, es
necesario evaluar la capacidad de desempefio detimékl juicio de la conveniencia
del método es importante; en el pasado la validadgmétodo se tendié a concentrar en

el proceso de evaluacion de los parametros de geseEm(27)

También, esta implicito en el proceso de validacddéhmétodo que los estudios para
determinar los parametros de desempefio del métmadieados a cabo utilizando
equipos que estan trabajando correctamente dengrosus especificaciones y
adecuadamente calibrados. Igualmente, el analigtdieya a cabo los estudios debe ser
competente y debe tener conocimiento suficientel eampo de trabajo, lo que le facilita
poder tomar decisiones apropiadas a partir de bsgreaciones realizadas o de los

procesos del estudio.



La validacion se considera muy cercana al desaradl método, de hecho no es a
menudo posible determinar exactamente donde fanadiz desarrollo del método y

comienza la validacion. (27)

1.1.2. GUIA PARA VALIDACION DE METODOS DE ENSAYO

La realizacion de actividades de validacion den@todos de ensayo utilizados por el
propio laboratorio, contemplan la satisfaccion ds hecesidades del cliente y la

adecuacioén para realizar los ensayos previstoy. (49

El laboratorio debe confirmar que puede aplicar recmiamente los métodos
normalizados, previo a su uso en ensayos o calimes. Cualquier variacion en el
método normalizado implica la repeticion de dicbaftmacion.

Para el caso de metodologias de ensayo o de cadibrdesarrolladas por el laboratorio
los métodos deben ser adecuada y totalmente vaidatdes de su uso. (49)

Los equipos también deben ser calibrados o valgladtes de su uso.

1. REQUISITOS GENERALES

1.1. Principio de la validacion

Cada validacion de un procedimiento consiste engasos.

1. Establecimientos de las condiciones por cunfpbr ejemplo limite de deteccion <1
mg/L, intervalo lineal mayor a 2 érdenes de maghiincertidumbre de los resultados
<20% en todo el intervalo de trabajo, para el cista validacion de un método analitico
general. No puede establecerse como principio ligag#dn para otros tipos de métodos
de ensayo).

2. Determinacion de los parametros estadisticoprdekdimiento.



3. Valoracion de los resultados de la validacion pamparacion de los parametros
estadisticos obtenidos con las condiciones y decsbbre la validez del procedimiento

para el proposito establecido. (45)

2. ESTABLECIMIENTO DE LAS CONDICIONES Y ALCANCE DE LA
VALIDACION

2.1.Establecimiento de las condiciones

En el caso més sencillo ya fueron establecida®lpdiente del laboratorio o por alguna
instancia oficial. Si éste no es el caso, el resable del ensayo debe establecerlas lo mas
de acuerdo posible con el cliente del laboratoficando no es posible contactar al
cliente del laboratorio, debe definirlas el respdms del ensayo de manera confiable y
cientifica. El laboratorio debe contar con zonascaddas para los analisis para que de
este modo se disminuya el riesgo de la presenciatelderencia en los resultadogef
Fotografia N° 2 (45)

Fotografia N° 2. CONDICIONES EN LABORATORIO BROMATO LOGICO

2.2.Establecimiento del alcance de la validacién

Se diferencian tres casos, en los que la dificud&ath validacion aumenta del primero al

tercero:



1. Se trata de un método de ensayo estandarizadormalizado, que se aplica
exactamente como esta descripto en la horma.

2. Se trata de una modificacidbn a un meéetodo deyensarmalizado, por ejemplo, se
hicieron modificaciones a los métodos descriptodaenorma que pueden tener una
repercusion sobre la calidad de los resultadosmfdfes: un método de extraccion
diferente, otra matriz.

3. Se trata de un método de ensayo interno, eldbaea el laboratorio y que no se
encuentra en normas u otras colecciones de mét@®s.

La validacion en los casos descriptos tiene olgstilistintos y, por lo tanto, diferentes

puntos esenciales, como muestra la Tabla N° 1.

TABLA N°1. OBJETIVOS DE LA VALIDACION SEGUN EL TI PO DE PROCEDIMIENTO DE
ENSAYO.

Método de ensayo | Objetivos de la validacion

Caso 1: método|Comprobacion de que el laboratorio domina el ensayo y lo
normalizado utiliza correctamente.

Caso 2: modificacion | Comprobacion de que la repetibilidad, la reproducibilidad, la

de un  método precisidn intermedia y la exactitud del método original no
normalizado dependen de la modificacion introducida y que el laboratorio

domina el ensayo v lo utiliza correctamente.

Caso 3. método | Comprobacion de que el método tiene la repetibilidad, la
interno reproducibilidad, la precision intermedia vy la exactitud
suficientes para el objetivo de aplicacion y que el laboratorio
domina el ensayo y lo realiza correctamente.

FUENTE: OAO, GUIA PARA VALIDACION DE METODOS DE ENS AYO 2003

TABLA 2. ALCANCE DE LA VALIDACION SEGUN EL TIPO DE PROCEDIMIENTO DE
PRUEBA



Método de ensayo Parametros estadisticos recomendados / medidas
de validacion

Caso 1: método normalizado | 1. Comprobacidén del cumplimiento de los parametros
estadisticos, p. ej. incertidumbre de los resultados,
repetibilidad, exactitud, limite de deteccién
(siempre y cuando se indiquen en la norma).

2. Elaboracién de una carta de control analizando un
material de referencia.

3. Participacion en ensayos interlaboratorios.

Caso 2. Modificacién de un|4. Ademas de lo indicado para €l caso 1 de esta

método normalizado Tabla, probar parametros estadisticos determinados,
ver 2.2.1.
Caso 3: Método interno 5. Ademas de lo indicado para el caso 1 de esta

Tabla, probar todos los parametros estadisticos
posibles, ver 2.2.2

FUENTE: OAO, GUIA PARA VALIDACION DE METODOS DE ENSAYO 2003

Dependiendo de las caracteristicas del métodotsendaa los parametros estadisticos a
comprobarse, como se muestra en la Tabla N° Ac&hee de la validacion determinado
por el responsable del ensayo, o bien los paramestadisticos por determinar y, en
caso necesario, los principios aplicados debenrpenmr escrito en forma de informe de

validacion. (49)

2.2.1. Parametros determinados

Los parametros que vienen al caso determinar,gd@aso de quimica analitica, son.
« Intervalo de trabajo / linealidad
« Tipo de ajuste
* Recuperacion
* Robustez
» Especificidad
» Estabilidad
e Reproducibilidad

Estos deben determinarse solamente cuando a jpioi@sional es de esperarse un

posible efecto debido a una modificacién del mételensayo. (49)



Ejemplos de lo anterior se encuentran en la tabla 3

TABLA N° 3. EFECTO DE MODIFICACIONES AL METODO DE E NSAYO SOBRE LOS
PARAMETROS A DETERMINAR

Modificacion Ejemplos de los posibles efectos sobre:

Método de extraccién Porcentaje de recuperacion

Matriz de la muestra Especificidad, porcentaje de recuperacion

Cambios en el pH Robustez

Cambio de operador Repetibilidad- Limite de deteccion- exactitud
(sesgo)

Deteccidn Intervalo de trabajo / linealidad, eventualmente
especificidad.

FUENTE: OAO, GUIA PARA VALIDACION DE M ETODOS DE ENSAYO 2003

2.2.2. Todos los parametros posibles (ademas de los indiles en el caso 1y
2)

Para los métodos internos no existen indicacionesacretas para validar un
procedimiento. Por lo tanto deben ser determintmtiess las aplicables.

Especificidad, selectividad, linealidad, Intervalade trabajo, repetibilidad,
reproducibilidad intermedia, estabilidad, reprodiliciad, exactitud, limite de deteccion,
limite de cuantificacion, recuperacion, robustelasainfluencias externas, sensibilidad
cruzada frente a las interferencias provenientda deatriz de la muestra o del objeto de

ensayo, incertidumbre de los resultados.

3. INFORME DE VALIDACION DE UN METODO

Cada validacion debe ir acompafiada de un informe:
El mismo debe ser preparado por el analista/opgr&tmico y revisado por
Personal Calificado. (49)

En la realizacion del Informe de Validacion debecansiderarse los siguientes puntos,
cuando corresponda:

* Objetivo y alcance del método.



« [tem a ensayar.

» Detalle de insumos, reactivos, materiales de refésey acondicionamiento de
las muestras.

» Lista de equipos, instrumentos y dispositivos.

» Parametros de validacion con sus resultados.

* Registro de las condiciones de los ensayos y gsafiepresentativos (curva de
calibracion, registros de correlacion) y calculesasarios.

* Incertidumbres de las mediciones.

* Resultados obtenidos.

» Personas que desarrollaron la validacion del método

» Conclusiones, criterios de aceptacion o rechazeyios de revalidacion.

Al final de un procedimiento de validacion debe #&ose una decision sobre la aptitud
para la aplicacion del método. De esta manera iseottan los parametros estadisticos
del método obtenidos, o bien las medidas de vafidacartas de control, ensayos de
intercomparacion) con lo establecido, en formanflerine final (planillaad hog. (45)
Puede ocurrir que uno de los puntos del informearcuerde con lo establecido en la
instruccion de trabajo correspondiente a ese métedmsayo (por ejemplo repetibilidad
del 7% en vez del 5% exigido) y que de todas manseaconsidere el método adecuado.
Esto debe ser fundamentado en el &mbito de laacidid por el responsable del ensayo.
(45)

1.1.3. DETERMINACIONES DE PARAMETROS ESTADISTICOS Y
REALIZACION DE LAS MEDIDAS DE VALIDACION PARA EL CA SO
DE METODOS QUIMICOS DE ANALISIS.

La validacion de métodos de andlisis, e impleméatos métodos depende de los
resultados obtenidos en los parametros estadistieosvalidacion, rigiéndose a
especificaciones establecidas segun la norma INEDHEC 17025:2000, como muestra
la Tabla N° 4.



TABLA N° 4. PARAMETROS DE VALIDACION CON LA TOLERAN CIA EN SUS
RESULTADOS.

FUENTE: INEN-ISO/IEC 17025:2000. VALIDACION DE METODOS

1. Incertidumbre de los resultados

Incertidumbre es definido como el parametro asac@desultado de una medicion, que
caracteriza la dispersion de los valores que podser razonablemente atribuidos al

mesurando (desviacion estandar).



La incertidumbre de una medida se expresa con ctorf& denominado factor de
cobertura, el cual es necesario indicar para coracd es el nivel de confianza. E&te
se elige en base al nivel de confianza requerida @aintervalo 1£U. La incertidumbre
es una estimacion de los valores con respectolat waedio, por lo que es necesario
expresarla con un determinado nivel de confiarglagionado con el factor de cobertura
k). En base al Teorema Central del Limite, cuandtigtxibuciéon es normal, la eleccion
sera del factok=2 que proporciona un intervalo con un nivel de comfa en torno al
95% de probabilidad de que contenga al valor vendad52)

La incertidumbre de resultados obtenidos con ebduéainalitico se obtiene a partir de la
desviacion estandar de los resultados obtenidoscdfereto, la incertidumbre debe
obtenerse multiplicando la desviacion estandaadeproducibilidadsg, por el factor de
coberturg, (U=k- sr). (52)

Es un parametro de identificacion centrar e inali® para preparar una acreditacion
segun Guia ISO 17025. Incluye los errores sisteostiy aleatorios. Para su
determinacion y especificacion existen varias phd#unes:

» Indicacion acerca de la repetibilidad.

* Resultados de las cartas de control.

* Resultado de intercomparaciones.

» Evaluacion por miembros del personal experimentadospetentes y, por lo

tanto, autorizados. (12)

2. Repetibilidad

Puede determinarse de una manera interna. Pameseallecesario tener en cuenta que:
» Deben determinarse suficientes resultados.
* Todos los pasos del método (incluidas la toma pgraxion de la muestra, asi

como la calibracion) deben realizarse n-veces. (12)

3. Reproducibilidad



Su determinacion tiene sentido y es posible soléama@rando otros laboratorios cercanos
utilizan el método de ensayo y es posible una “@raédn interlaboratorios” o cuando

se realiza una ensayo de intercomparacion. (45)

4. Elaboraciéon de una carta de control analizandommaterial de referencia

La elaboracion de una carta de control es el médedeleccion para el control interno de
rutina de métodos utilizados frecuentemente. Lassae control no son adecuadas para
métodos que se utilicen menos de alrededor dedEs al mes.
Para ellos se analiza una muestra de control (naudstretencion de una muestra real o
un material de referencia certificado o0 no) juntm das muestras del analisis y el
resultado se anota en la carta de control.
Las variantes mas importantes son:

» Carta de control de un sdlo valor

» Carta de control del blanco

» Carta de control para recuperacion
El procedimiento es en principio el mismo para ®dos casos. La diferencia se
encuentra en el factor que se controla (contenedl@alito, blanco o bien porcentaje de
recuperacion). (49)

5. Participacion en intercomparaciones

Deben tomarse en cuenta los siguientes puntos:

» Las intercomparaciones dan informacion valiosamnsetde cuando las muestras
se manejan de la misma manera que las muestrasatélisis normal.

* Las intercomparaciones se realizan en intervaldged®o largos. De ahi que no
sean suficientes para el aseguramiento de caligiathrio, sino que funcionan
como complemento de las cartas de control, porggem

» Entre mas distintas sean las matrices de las nagedé& intercomparacion y las
del analisis, menos informacion dan las intercomganes para el analisis

rutinario.



* La interpretacion de los resultados de intercongianas debe realizarse con el
mayor cuidado, especialmente en el caso de ressltukbrrantes o desviaciones,
para obtener la mayor posibilidad de mejora.

* Si no se organizan intercomparaciones oficialesovgnientes de proveedores
reconocidos, se pueden realizar en su lugar comipass con otros

laboratorios.(12)

6. Intervalo de trabajo

El ambito de trabajo de un método analitico estelrvalo entre los niveles mas bajo y

mas alto de concentraciones que ha sido demosfeelpuede ser determinados con la
precision y la exactitud requeridas para una detexta matriz.

a) Se preparan un blanco y seis concentracionesedtes del analito a determinar o seis
muestras fortificadas a varias concentracionedefopeemente las soluciones se deben
preparar independientemente y no a partir de dihes sucesivas del material de
referencia.

b) Se representa la sefial obtenida en funcién dmrnaentracion y se determina el

ambito lineal y los extremos superior e inferiokidéervalo de trabajo.

Se repiten los pasos a y b dentro del &mbito lipes efectda un estudio estadistico de
los resultados obtenidos.

d) Es preferible trabajar dentro del ambito lineal.

e) Para la curva de calibracion, es convenienteartipolinomios de ajuste de grado 2

como maximo. (45)

7. Ambito lineal

Es la parte de la funcién de calibracion en la @usefal obtenida para el analito
responde ‘“linealmente” a la concentracion. Se iarifmediante la obtencion de

coeficientes de correlacion mayor o iguales a 0,085

8. Recuperacion



El porcentaje de recuperacion es el cociente datantidad de analito medida y el
contenido en la muestra. En el caso ideal, se rabtien 100%. Para calcular la
recuperacion se determina la funcion de recuparadd@ra lo cual se agregan a la
muestra antes del tratamiento cantidades suced@lasalito y se determinan contra una
calibracion base. Las cantidades encontradas Beagraontra las agregadas. En el caso
ideal los valores caen en la bisectriz de la imh@mbre de los resultados. En este caso
de recuperacion es del 100% y es suficiente undéoraaldn base, analito en un
disolvente. (49)

Si los valores se salen de este marco, debe haseasealibracion a partir de matriz y
analito en un disolvente para eliminar el efectéad®atriz.

Variando el tiempo de adicidén del analito (por gpom antes y después de un paso de
concentracion) puede determinarse la recuperaciara pasos aislados de un
procedimiento. (45)

Este método conduce a un aumento claro en la coacgm del analito. Para mantener
el error lo mas pequefio posible, las cantidadesliddim deben ser tales que no

sobrepasen el intervalo de trabajo. (12)

9. Limite de deteccidn

Es necesario solamente cuando deben tomarse desstwalitativas, es decir, si el
analito esta presente o no. Los procedimientostiEminacion posibles son:

» Tres veces la dispersion, expresada como desviaesb@andar, a partir de
mediciones repetidas del blanco (valido solameraea procedimientos con
blanco), o de soluciones del analito en agua pura.

» De dos punto cinco a cinco veces la relacion seiidd’ del instrumento de

medida a utilizar. (45)

10. Limite de cuantificacion

Se emplea cuando se realizan determinaciones timamanivel de trazas.

En esencia se encuentran en la literatura dos fopawa determinarla:



* De manera analoga al limite de deteccién, en életuanite de cuantificacion es
como minimdres veces el limite de deteccién, segun cada caso.

* Por determinacion de una incertidumbre de los t@doé maxima permisible
(dada como dispersion relativa del 30%, por ejeingor medio de la
determinacion de la concentracibn mas pequefia guyauede medir con este
valor maximo. Este limite de cuantificacion es, fwtanto, dependiente de las

exigencias de la incertidumbre. (12)

11. Robustez

El objetivo de la prueba de robustez es optimizaréodo analitico y describir que bajo

las condiciones establecidas (incluidas sus tobeah se pueden obtener resultados
suficientemente exactos con una alta seguridachasera que el procedimiento funcione

confiablemente si se utiliza en otros laboratomoslespués de intervalos largos de
tiempo.

Para determinar la robustez de un procedimientéiti@napueden modificarse algunas

condiciones del analisis y seguir las afectaciomdes resultados o a los parametros
estadisticos. Un aspecto importante de la robestéa estabilidad de todas las muestras,
estandares y reactivos, tanto en el almacenamigotdo durante las condiciones de

ensayo. (49)

12. Especificidad

La especificidad sugiere gue ningin compuesto eéaadmnalito contribuye al resultado
de un ensayo. Esto se logra casi Unicamente cdddaikas acopladas. Para probar esto

hay varias posibilidades. (45)

La especificidad puede verificarse de diferenteseras, dependiendo del tipo de

andlisis a realizar. Es importante tomar en cuenta,en aquellos casos en que la matriz
de la muestra es variable, tanto en términos dmsyposicion, asi como en la fuente de
las materias primas que las componen, se recomppreléa especificidad se establezca

para las diferentes composiciones o fuentes enafamdependiente. (12)



Comparacion de métodos

Verificacion

En los casos en que los patrones de impurezastao dsponibles, la especificidad
puede ser demostrada por comparacion de los régssltdel ensayo con el método
propuesto, con resultados obtenidos por un segongdado bien caracterizado u oficial.
La comparacion debe incluir muestras almacenadascbadiciones extremas relevantes
(luz, calor, humedad, hidroélisis &cida o basicadacion). Estas condiciones deben ser
escogidas de acuerdo a la estructura quimica dalit@n que determinard la

susceptibilidad del mismo a la descomposicion.

Criterio de aceptacion
En el caso de la determinacion cuantitativa de nmeyas, se deben comparar los
resultados obtenidos por ambos métodos. En el cmsopruebas de impurezas

cromatograficas, se deben comparar los perfilesigdarezas. (12)

13. Selectividad

La selectividad da una indicacion de cuan fuertéenen resultado es afectado por otros

componentes de la muestra. (45)

14. Exactitud

Para la evaluacién de este parametro se realiaaddisis de un material de referencia
certificado, preferentemente con una matriz senejara de la muestra. Solo en el caso
de no existir un material adecuado se puede realizansayo de recuperacion.

Cuando sea posible, se realizan un minimo de 16ticeges del ensayo tres dias

consecutivos. (45)

1.1.4. REGLAMENTOS DE VALIDACION



La validacion de métodos es una de las medidagtgaimente reconocidas como parte
necesaria de todo sistema completo de garantialdiad en la quimica analitica. En el
pasado ISO, IUPAC (Unién internacional de quimiaaapy aplicada) y AOAC
INTERNATIONAL han cooperado para elaborar protosotodirectivas comunes sobre
Realizacion e Interpretacion de Estudios de laesfasa de los Métodos, sobre Ensayos
de Aptitud de Laboratorios de Quimica AnaliticabreoControl Interno de Calidad en
Laboratorios de Quimica Analitica y sobre Uso ddgoPade Recuperacion en las
Mediciones Analiticas. La IUPAC ha encargado atadrgrupo de trabajo que elabore
estos protocolos/directrices para establecer dicest de validacion de métodos de
analisis en un solo laboratorio. Dichas directricgscen unas recomendaciones minimas
sobre los procedimientos que deben seguirse paaatgar una validacion adecuada de

los métodos analiticos. (32)

Se discuti6 un borrador de las directrices duraiteSimposio Internacional sobre
Armonizacion de Sistemas de Garantia de Calidddabaratorios Quimicos, cuyas actas
han sido publicadas por la Royal Society of Chamgél Reino Unido. (Resultados del
Simposio sobre Armonizacion de Sistemas de Garai&alidad para Laboratorios
Analiticos, Hungria, 4-5 de noviembre de 1999)qmtrado por IUPAC, ISO y AOAC
INTERNATIONAL. (32)

En algunos sectores, y en particular en el andlisidos alimentos, la necesidad de
utilizar meétodos “totalmente validados” esta edtiga por la legislacion(Procedural
Manual of the Codex Alimentarius Commission, 10diti&, FAO, Roma, 1997). La
validacion “total” de un método analitico suelelimcun examen de las caracteristicas
del método mediante un estudio inter-laboratoribrdadimiento del método. Se han
elaborado protocolos internacionalmente aceptados |p validacion “completa” de los
métodos de andlisis mediante ensayos colectivossgecial el Protocolo Internacional
Armonizado y el procedimiento I1SO. Estos protocotogstandares precisan que se
incluyan en el ensayo colectivo un nimero minimdatb®ratorios y de materiales de
ensayo sometidos al estudio inter-laboratorios patelar completamente el método

analitico. Sin embargo, no siempre es practicocesaio realizar una validacion total de



un método de analisis. En tales casos, puede aesadtecuado llevar a cabo una

“validacion interna del método” efectuada en um $aboratorio. (32)

Entre las agencias reguladoras mas importantésrsea nivel internacional la Food and
Drug Administration (FDA) y la International Conérce on Harmonization (ICH), a
través de las Buenas Practicas de Manufactura (BFBlienas Practicas de Laboratorio
(BPL). Asi pues, una de las herramientas con lassgucuenta para asegurar la calidad
de los productos y procedimientos es la validagénlos mismos, por lo cual, la
adopcion de un nuevo método analitico debe esfartado por suficientes datos de
laboratorio y una validacion bien documentada, aquenpla con los requisitos

establecidos por instituciones internacionales ctabA, el ICH.

1.1.5. PROTOCOLOS, ESTANDARES Y GUIAS EXISTENTES

Se han elaborado varios protocolos y directrices vdédacion de métodos e
incertidumbres, principalmente por parte de AOATHRNATIONAL, la Conferencia
Internacional de Armonizacion (ICH) y en documertesEurachem:

» El manual de estadistica de la AOAC, que recodadlevar a cabo estudios en un solo
laboratorio antes de realizar ensayos colectivos.

* El texto y la metodologia de la ICH, que preseamilbos requisitos minimos del estudio
de validacién para las pruebas utilizadas paraeptasion de medicamentos para su
aprobacion.

* La adecuacion al proposito de los métodos aocaditiguia de laboratorio para la
validacion de métodos y temas relacionados (1998)

 Cuantificacioén de la incertidumbre en las medie®analiticas (2000)

La validacion de métodos también se discuti6 amm@iste en una consulta conjunta a
expertos de la FAO/IAEA, celebrada en diciembre1887, sobre la validacion de

métodos analiticos para el control alimentario) (35

1.2. DIGESTIBILIDAD



La digestibilidad es uno de los factores mas ingmdets para evaluar la calidad nutritiva
de las raciones que consumen los animales dom&spicaue indica el grado en que los
nutrientes de los ingredientes van a ser aproveshdilectamente por el animal. Una
buena digestibilidad de la dieta resultara en umgom productividad por parte del
animal. Existen diferentes maneras de determindigksstibilidad de los nutrientes, tales
como las pruebas de digestibilidanl vivo (método de coleccion total o parcial),
digestibilidadin situy digestibilidadin vitro. En el caso de bovinos productores de leche
o de carne se hace mas dificil llevar a cabo unabgain vivo. Una alternativa es la
coleccion parcial de las heces, pero incluyendaimalgpo de marcador. Existen
marcadores externos e internos los cuales sonnsistague no son absorbidas por el
animal, no tienen efecto en la digestién y sonlédaale medir; los marcadores externos
se adicionan a la dieta y se recolectan en lasshdaes marcadores internos se
encuentran en el alimento, cenizas insoluble etoaes considerado un marcador interno
(34)

El proceso digestivo es especifico para cada esp@dmal, pero puede agruparse a los
animales en dos grupos importantes segun su figaldigestiva: monogastricos, que
comprende cerdos, conejos, caballos y aves; ydxsitigos o rumiantes, que incluye a

los bovinos, ovinos y caprinos

Las diferencias mas importantes entre unos y @f@san a la digestion de los hidratos
de carbono, cuyos nutrientes finales son basicamgiotosa en los monogastricos y
acidos grasos volétiles en los rumiantes. La goaicfuncién de la glucosa y de los
acidos grasos volatiles en el animal serd el swininide energia, aunque también

intervienen en la sintesis de otros compuestas taimo la lactosa de la leche. (18)

La digestion de las proteinas presenta notablesediias en unos y otros. En los dos
casos los nutrientes finales son aminoacidos, peemtras que en los monogastricos
éstos seran solo aquellos que se encontraban ahn@sntos, en los rumiantes, proceden
en parte de los alimentos y en parte de los migeoosmos que se encuentran en su tubo
digestivo. Los aminoacidos seran utilizados poargial para la sintesis de proteinas

principalmente.



La digestion de las grasas, proporciona a los dogog de animales monoglicéridos,

acidos grasos y glicerina, cuyo destino principahgroporcionar energia al animal.

Como resultado del proceso digestivo el valor pogrde un alimento, que habiamos
estimado por su composicion en principios inmediase ve reducido a aquella parte de

los nutrientes que es absorbida, el resto de @ltodjgerido, se pierde con las heces. (21)

Para cuantificar la pérdida asociada al procegestivo se emplea el concepto de
nutriente digestible, que se calcula como difereeaitre nutriente ingerido por el animal
y nutriente excretado en las heces durante undmedeterminado de alimentacion, y se

expresa normalmente en porcentaje (Coeficientigistibilidad, CD)

Nutriente ingerido — nutriente en heces
O mm e x 100

Nutriente ingerido

Composicion del material fecal

1.- Residuo no ingerido
2.- Sustancias de origen enddgeno y microbiano
a. Residuos de bilis y de jugos gastrico, panaedtientérico
b. Restos celulares de la mucosa intestinal
c. Productos de excrecion eliminados por el intesti
d. Restos celulares y microorganismos del integiimeso o de los estbmagos de

los rumiantes
Factores que afectan a la digestibilidad
1.- Factores ligados al animal

a. Especie:

« diferente estructura anatomica y funcional



» diferente capacidad de digestion y utilizacion kileentos, fibra, almidon
b. Raza: escasas diferencias
c. Individuos: causas patoldgicas, defectos deademnd, parasitismo intestinal.
d. Edad: mejor digestibilidad en animales jovenes
2.- Factores ligados al alimento
a. Nivel de alimentacion
b. Composicion quimica de la racién. (44)

1.2.1. Determinacion de la Digestibilidad de los Alimentos

El conocimiento del valor nutritivo de los alimesites fundamental para la nutricion

animal, no siendo suficiente con los andlisis qod@si hay que considerar los efectos de
los procesos de digestion, absorcion y metaboliammal (Bondi, 1989). Las pruebas

de digestibilidad permiten estimar la proporci@ rditrientes presentes en una racion
gue pueden ser absorbidos por el aparato digesfiaziando disponibles para el animal.
(44)

La digestibilidad depende mayormente de la composiautritiva de la racion en
estudio, siendo a su vez afectada por el hechoudelag heces contienen cantidades
importantes de materiales de origen no dietéticer¢hen, 1993). Estas, constituyen una
importante via de excrecion de compuestos nitratgs)ayrasos, minerales y glicidos no
fibrosos de origen enddgeno (Church y Pond, 1%ontrandose reportes que indican
gue no hay secrecion de carbohidratos a niveltinedgBondi, 1989). A esto se debe
gue los coeficientes de digestibilidad determingulwrsdiferentes métodos se denominan
“aparentes”. Es dificil cuantificar con exactitas Icantidades de origen enddégeno de un
determinado elemento presente en las heces, oaadnla subestimacion de su
digestibilidad verdadera. (34)

Los valores estimados de digestibilidad aparentéaglefracciones correspondientes a
proteinas y lipidos, sin incluir los aportes de paestos enddgenos de la misma

naturaleza, son siempre menores a los coeficieleteggestibilidad verdadera. Por lo que



un dato de gran utilidad al trabajar con rumiaetesgue el aporte de nitrdgeno enddégeno
se encuentra alrededor de 0,5 a 0,6 g por 100 gmdteria seca consumida
(aproximadamente un 4% de la proteina de la racpor) lo que los coeficientes de
digestibilidad aparente en raciones con un contedig proteina inferior al 4%, son

negativos.

En dietas basadas en el consumo de forrajes, &stddgidadin vivo es afectada por
aquellos elementos que tienen efecto sobre el oomscomo la capacidad de seleccion
del animal en funcién de la oferta de materiatisponibilidad de agua, la tasa de pasaje
del alimento, la eficiencia metabdlica de los amé®y hasta las condiciones ambientales
(temperatura, humedad relativa), o que trae commsecuencia, que dificiimente la
técnicain vitro pueda reproducir las transformaciones ocurridataatigestibilidadin
vivo (Cochraret al, 1986).

Aun cuando la digestibilidad aparente, constituga expresion muy simplificada del
valor nutritivo, los datos que se generan de eserighinacion son de gran utilidad. (36)
Para la determinacidim vivo, del coeficiente de digestibilidad de raciones catgd o

de determinados nutrientes dentro de una racidmaseempleado diversos métodos,
entre los cuales destacan, el de coleccion tothledes y el método de las proporciones

usando marcadores. (44)

1.2.2. Generalidades sobre el Uso de Marcadores para Ensas/de Digestibilidad

Los marcadores son compuestos de referencia upatasnonitorear aspectos fisicos,
como la tasa de pasaje, y quimicos, como hidrdjisséntesis, haciendo estimaciones
cuantitativas o cualitativas de la fisiologia ntitthal. Estos materiales también han sido
denominados como indicadores, trazadores, sussariga referencia o0 sustancias
indicadoras, y se ha denotado de manera espeoral cnarcadores de las dietas, a
aquellos que pueden ser colocados en ella, puestenosstituyentes naturales de la

misma o ser administrados de forma oral. (44)



Para ser considerada como marcador, una sustagtmeaser inerte y no toxica, no tener
efectos fisioldgicos o psicoldgicos, no puede smoebida ni metabolizada en su paso
por el tracto digestivo y debe ser recuperada cetaplente tanto de materias primas
como de alimentos procesados, debe mezclarse ménmta con el alimento y

mantenerse uniformemente distribuida en la digesti® tener influencia sobre las
secreciones alimentarias, digestion, absorcionijlideat del tracto digestivo o sobre la
excrecion, no tener efecto sobre la microfloratoedto digestivo de importancia para el

hospedero; ademas, debe tener cualidades que @esuimedicion precisa. (44)

La metodologia con marcadores ha sido ampliamestadiada para ensayos de
digestibilidad, reconociendo que los coeficientesddyestion pueden ser determinados
sin la CTH, tanto para animales en confinamientmagara animales a pastoreo, en
ocasiones cuando se dificulta medir el consumd tgaalimento o cuando se hace
imposible colectar la totalidad de las heces. Bapas condiciones es deseable el uso de
marcadores siendo necesario, conocer la concerirdei la sustancia de referencia en el
alimento y en las heces siempre que se identigdjogarcador apropiado. (41)

El uso de marcadores ofrece una serie de ventajedacion con el método de CTH, es
menos laborioso y no requiere de la medicién dekemo del alimento a evaluar y su
excrecion fecal, ya que las determinaciones pusgernrealizadas directamente sobre

muestras del alimento y de las heces.(41)

Los diferentes estudios con marcadores demuestrameginir todos estos requisitos es
practicamente imposible, por lo que en ensayosigksiibilidad se han considerado la
indigestibilidad, la recuperacion completa y lailfamedicion del material, como las
principales caracteristicas que debe cumplir uncaaar. Adicionalmente, no debe
afectar el animal, no interferir la digestibilidddl alimento, ni estar presente en la dieta
0 en el suelo y debe contar con un método espegifsensible para su determinacion.
Los marcadores han sido clasificados bajo divetsiterios siendo su naturaleza el mas
comun, regularmente divididos en internos y externddicionalmente, incluye una
tercera categoria, los generados matematicameante (el nitrégeno fecal). Los internos
son aquellos, como la lignina, que son constitile@naturales del alimento no digeridos

ni absorbidos por el animal o que se digieren ey puca cantidad su utilizacion es



ventajosa gracias a que por ser componentes iildeggerde los alimentos, no es
necesaria la preparacion del marcador. (44)

Los externos, son substancias quimicas que se istnam al animal, bien sea
directamente con la racion, en capsulas o en swlesi y, que al igual que los internos

no son digeridos ni absorbidos.

Varios métodos han sido propuestos para simplifiesr determinaciones de los
coeficientes de digestion, siendo el mas populardel las proporciones usando
marcadores. Este se muestra como un procedimiéaimemte valido que permite su
estimacion en funcion de la concentracion del imdioc en el alimento y en las heces. Al
determinar con precision las cantidades de marcsuiministrado en el alimento y en
muestras de heces, y conocer la composicion paor@eé los nutrientes presentes en el
alimento y las heces, se determina, a partir deléxion entre esas concentraciones, la
digestibilidad de los nutrientes. (36)

Para el calculo de la digestibilidad con marcadmegun la técnica de las proporciones,
se han descrito algunas férmulas, en funcion deldion de las concentraciones de los
nutrientes y el marcador, tanto en la racion comolas heces. En el caso de la

digestibilidad de la MS y cualquier otro nutrieseehan propuesto la siguiente formulas:

DMS,% = (1- CMF/CMH) x 100
Donde:
CMF = Concentracién del marcador en el forraje (%)

CMH = Concentracion del marcador en las heces (%)

Para calcular la digestibilidad de cualquier nutee(DN), se aplica alguna de estas
férmulas segun su preferencia:
DN, % = [1 -(CMF x NH)/(CMH x NF)] x 100
Donde:
CMF = Concentracién del marcador en el forraje (%)
NH = Concentracion del nutriente en las heces (%)
CMH = Concentracion del marcador en las heces (%)

NF = Concentracion del nutriente en el forraje (%)



Digestibilidad aparente,% = 100- [100 (MA/MH)(NH/NIA
Donde:
MA =% de marcador en el alimento
MH =% de marcador en las heces
NH =% de nutriente en las heces

NA =% de nutriente en el alimento.

La precision y la efectividad de las estimacionedijestibilidad se ven afectadas por
las variaciones en las determinaciones del marc&donos errores se traducen en una
subestimacion de los coeficientes de digestion,igmdd ser ajustados con la
introduccion de un factor de correccion estimado leodigestibilidad determinada en
por el método de CTH. Esto sélo se justifica enaslo de los marcadores internos, pero
no en el uso de sustancias metabdlicas o0 marcadrteshos, donde vendria a ser un

correctivo para encubrir fallas en la técnica. (44)

La validez del uso de marcadores en estudios arpastiepende de la habilidad de los
investigadores para obtener muestras represersae/as heces producidas y del forraje
consumido. Sin embargo, el marcador nutricionablidgue cumpla con todos los

requisitos establecidos y sea aplicable en contksiocvariables, no ha sido encontrado,
aun cuando algunos marcadores han resultado exifm@a una aplicacion especifica.
(44)

1.3. ENERGIA BRUTA (EB)

Energia bruta es la energia combustible total dgroducto alimenticio y no difiere
mayormente de un alimento a otro, excepto los remograsas. Es la energia liberada
como calor cuando una sustancia orgénica es oxigdaimente a CQy H,O. Es el
punto de partida para conocer la energia de ureatorno de una racion, que es utilizada

en los procesos corporales. La Energia bruta dgdimmento al ser ingerido y utilizar sus



nutrientes, aporta energia digestible pero una g&elimina en las heces, como muestra

la Figura N° 2.
ENERGIA B|RUTA (EB)
ENERGIA
ENERGIA
HECES (Eh) DIGESTJ13LE (ED)
! ! ENERGIA
METABOLIZABLE
ENERGIA ENERGIA (EM)
GASES (Eg) ORINA (Eo) |

l !

EMERGIA NETA (EN)

ENERG iA
CALORICA
ENERGIA ENERGIA
MANTENIMIENTO PRODUCCION

FIGURA N°2. ESQUEMA CONVENCIONAL DE PARTICION DE E NERGIA

Formas de determinacion

El contenido de energia es determinado a travéeeanden peso dado de un compuesto,
medido como calor de combustién en un calorimebrompa calorimétrica). er
Fotografia N° 3. Estimacion a partir de la composicion quimicaa(esis de Weende) y

los valores de combustién de los carbohidratogepras y lipidos

Fotografia N° 3. BOMBA CALORIMETRICA



1.3.1. ENERGIA DIGESTIBLE (ED)

Energia digestible de un alimento es la porciotadeB que no se excreta con las heces.

Es la parte de la energia alimentaria consumidanqusparece en las heces

ED = EB - (E heces - E endbgena)

En el proceso de utilizacion de la energia ingdadaerdida en las heces es la primera y,

cuantitativamente, la mas importante y mas varighle = 30 - 90 % de EB)

Determinacién de Energia Digestible

 Calorimetria (bomba calorimétrica): restando &Baconsumida la EB de las heces se
obtiene la energia digestible aparente.
 Estimaciones a partir de composicién quimicangerido y excretado

» Determinacion de Nutrientes Digestibles TotaBT)

1.3.2. ENERGIA METABOLIZABLE (EM)

Energia metabolizable es la porcidon de la EB queenpierde con las heces, la orina ni
los gases. Aunque la EM refleja con mas exactituagrergia uGtil que contiene un

alimento, no tiene en cuenta la energia que sdg@mo calor.

Cantidad de energia proveniente del alimento gspodie el animal para sus procesos
metabolicos. Sustrayendo a la ED la energia perelidéos productos gaseosos de la
digestion y la energia perdida en la orina, seeabtla Energia Metabolizable (EM).
EM=ED - Eg - Eo
EM=Ec-Eh-Eg-Eo



1.3.3. ENERGIA NETA (EN)

Energia neta es la fraccion energética de un atongue queda al deducir de la EB las
pérdidas fecales, urinarias, gaseosas y calofm@ssu mayor precision, la energia neta
se utiliza cada vez mas en las formulas de lasmasi aunque cuesta mas determinarla.

En la actualidad se utilizan dos sistemas paraiavdd energia neta. Lofgreen y Garrett
desarrollaron un sistema en el cual se enumeraretpgerimientos de energia neta de

acuerdo con las funciones fisiolégicas.

Aporte energético del alimento que efectivamentatidigado por el animal. Parte de la
EM que es retenida como productos (carne, lecheyds, etc.) o utilizada en las

funciones de mantenimiento del organismo.

EN=EM-IC

IC = Incremento en la produccion de calor resulidelta ingestion de alimentos

Incluye calor proveniente de:
* Fermentaciones microbianas
» Trabajo: movimiento del TGI, accion de enzimas sligas
* Metabolismo de nutrientes (mantenimiento y sinyesis

» Excrecion de productos de desecho

1.3.3.1LENERGIA DE MANTENIMIENTO

La primera y mas importante funcién de los alimerés la de satisfacer las necesidades
de mantenimiento.

Es la cantidad necesaria para mantener en situat®6equilibrio energético a un
individuo adulto no gestante, ni lactante es degaroductivo

Fraccion de la EN consumida destinada a manteneguwelibrio energético del animal.
Comprende la energia destinada a:

Metabolismo basal



Termorregulacion

Actividad voluntaria del animal.

1.3.3.2ENERGIA DE GANANCIA DE PESO

Es la energia que se destina a la reproducciétanigia, crecimiento y terminacion

Después que se han cubierto las necesidades ecasglt mantenimiento.

1.4. METODO CENIZAS ACIDO INSOLUBLE

La medicion de la digestibilidad de un ingredieesebastante importante, pues en parte
refleja el aprovechamiento del alimento. El realitma medicion de la digestibilidad

implica cuantificar los nutrientes consumidos y dasitidades de esos nutrientes que se
eliminan en las heces. Es importante que las &@screcolectadas representen en forma

cuantitativa el residuo no digerido del alimentosumido.

Se han empleado muy diversos métodos para laemidh de excretas: por ejemplo, en
el caso de omnivoros se pueden utilizar la recdactotal de excretas, fistulas
duodenales o sustancias denominadas marcadoresl. ckso de los herbivoros, dado lo
complicado y extenso de su aparato digestivo, &tipamente imprescindible el empleo

de marcadores.

Un marcador es una sustancia inerte (no reacciomdos alimentos) que ademas no se
absorbe y puede ser recuperada y cuantificadaxdedraeento. Las cenizas insolubles son
un marcador de la digestibilidad, como se muestria é-otografia 4, sus caracteristicas
insolubles en acido. (50)



Fotografia N° 4. CENIZAS INSOLUBLES EN ACIDO

Para estudios de digestibilidad, el alimento smiaidtra en las mismas cantidades
diarias por periodos mas o menos prolongados. efgetidnscurrir algunos dias como
periodo preliminar, para permitir la eliminacién dealquier material no digestible,

existente en el tracto digestivo (debido a la diegarida antes de la prueba) y se inicia la

recoleccion de las excretas por un cierto tiempd) (

La duracion de los periodos de recoleccién depeedi especie de que se trate por
ejemplo: para los rumiantes se requieren periodasableccion de heces mas largos que
para otras especies, lo anterior debido a las tesirsticas anatémicas Yy fisiologicas de su
aparato digestivo. En animales de estdbmago simpieocel cerdo, la digestién y

evacuacion se efectia en 24 horas, mientras gles eamiantes que se alimentan con
forrajes los ultimos residuos se eliminan entre 4300 horas después de su ingestion,

pero aproximadamente el 95% se elimina dentroglprieneras 140 horas. (43)

Es comun en cerdos y equinos, emplear perioddisnprares de recoleccién de heces
de 4 y 6 dias respectivamente y en rumiantes déBdias. En general mientras mas se
extiende el tiempo de recoleccién, mas precisoansérss resultados. Por todo lo
anteriormente descrito, las pruebas de digest#ulidbviamente son laboriosas y
requieren de mucho tiempo. Por esta razén seubeatlo durante muchos afios un

método mas simple para valorar la digestibilid&8) (



Uno de los métodos desarrollado hace tiempo, impéicevaluacion de la digestibilidad
de una manera indirecta, esto es usando una slastaraccadora que se afiade al
alimento proporcionado al animal. La ventaja de esétodo es que permite medir la
digestibilidad de un nutriente sin necesidad de imeidel alimento ingerido, ni la

cantidad de heces eliminadas. (39)

Un buen marcador debe reunir algunas caractessterdire las que destacan: ser no
digerible, no absorbible, no tener actividad fidgita o farmacolégica en el aparato
digestivo (debe ser inerte), debe pasar en fornif@rore por el aparato digestivo, y

ademas no debe contener elementos que se esestigando, debe ser recuperable y

posible de cuantificar por un analisis quimico ksmsencillo posible.

Entre los diversos marcadores que se han probsidm esustancias como: carmin,
disprosio, cerio radiactivo, 6xido férrico, éxidmmico, sulfato de bario, hollin etcétera,

debe sefalarse que ninguin marcador debe ser catd®mo de precision segura. (39)

Desde que se conoce la indigestibilidad de algwsnasancias naturales, presentes en
algunos alimentos como la lignina y las cenizasluides en acido, se ha propuesto a
estas sustancias como marcadores, debido a quentieomo ventaja el de ser

constituyentes naturales de los alimentos.

Estos marcadores se han usado principalmente aamas, y cuando se han comparado
los resultados obtenidos, usando marcadores caguallos obtenidos midiendo la
cantidad total ingerida y la cantidad total de etas, se ha observado que existe una

correlacion estrecha entre ambas técnicas. (39)

1.4.1. Determinacion de las cenizas insolubles en acido.

Las cenizas insolubles en acido (CIA), se haltaméadas por minerales no digestibles
como el silice, o bien por minerales que se encaenformando compuestos muy
estables (quelatos), que no pueden ser liberados predio predominante en el aparato

digestivo. Por la razén anterior, para estimarit¢gestibilidad de ciertos alimentos “in



vivo”, se mide el contenido de CIA que existe emlghento, asi como en las heces de

los animales del experimento que consumen eserdhne3)

% de CIA = peso del crisol con cenizas- peso dsblr X 100
Peso de la ninaes

1.5. METODO DE RECOLECCION TOTAL

El Método de Coleccion Total de Heces

La coleccidn total de heces (CTH) es el método enadiable para medir digestibilidad,
ya que involucra directamente factores tanto deleaito como del animal. Este método
incluye la medicion de la ingestion de una deteagi@nracion de composicion conocida
y la colecta total de la excrecion fecal correspemeé al alimento consumido. Las
muestras del material ofrecido, al igual que lasrdehazado, cuando se proporciona
alimentoad libitum muestras de orina y las heces, son analizadaklaboratorio, para
controlar el balance de nutrientes ingeridos yetacos, como base de la determinacion
de la digestibilidad de los nutrientes en estuigia es normalmente representada por un
coeficiente de digestibilidad, expresado en forrmecgntual que se calcula mediante la

siguiente férmula:

Coeficiente de digestibilidad (%) = [(NI- NH) / N] 100
Donde:
NI = Nutriente ingerido

NH = Nutriente en heces

Sin embargo, esta técnica posee algunas limitagionr relacion a la precision de la
estimacion del coeficiente de digestibilidad, repréadas principalmente por las

pérdidas de metano por medio del eructo, produettadermentacion ruminal de los



carbohidratos, el cual se considera digerido yctmficientes de digestion determinados
por diferencia entre los nutrientes ingeridos y déoxsretados, no siempre reflejan su
disponibilidad. (31)

Alcanzar esta informacién a través de ensayosmuaucren el CTH presenta una serie
de desventajas desde el punto de vista practidabesoso; requiere de la disponibilidad

de jaulas de coleccion; de personal adiestradaienasejo; el costo de mantenimiento
de los animales y la imposibilidad de utilizar heasben los ensayos.

El trabajo operativo del método de CTH, implicani@dicion diaria de consumo, la

coleccion de heces una o dos veces al dia, siaroamrlas con la orina, mantener los
arneses en su sitio y la coleccion de la orina.eBsayos a pastoreo la situacion se
complica aln mas ya que los animales deben estmtaatbs al uso de arneses vy al
constante manipuleo, pudiendo causar un efectoraettal sobre los habitos de pastoreo
del animal. Todo esto ha promovido el uso crecieletenarcadores en los estudios de
digestion. (44)

1.6. ALIMENTOS

Los alimentos procesados son producidos dentronuees de los estandares prescritos
por los fabricantes, establecidos también para Guegn requisitos legales y con otros
reconocidos como convenientes. Esto se logra mediarestandarizacién del proceso,
tanto como sea posible en cada una de las sigsietépas: en la granja, la materia
prima, el proceso mismo y finalmente el productbetado, su empaqueef fotografia

N° 5)y su almacenamiento. (15)




Fotografia N° 5. ALIMENTO BALANCEADO

Se puede definir a la alimentacion animal comdisziplina de la produccion animal
encargada de estudiar la clase o tipos de alimaosumidos por los animales, asi
como la proporcion, preparacion, presentacionciormmiento de estos. Se denomina
racion al conjunto de alimentos que proporcionas htrientes para cubrir las
necesidades del animal y que son ingeridos dugahkes. (18)

Los alimentos balanceados son formulados de acuela® necesidades de cada especie
gue se ofrece a los animales en las cantidadesapgsiten para cubrir sus necesidades
de mantenimiento y produccion. La Nutricion aninesl la ciencia que estudia las
necesidades en nutrientes de cada animal concregstablece los alimentos mas
convenientes para satisfacerlas, una vez conoddosomposicion en nutrientes y el

metabolismo de estos en el animal. (21)

Alimentos son los productos naturales y artifesalque ingieren los animales para: 1)
mantenerlos, 2) acrecentar la produccion y renditajencluyendo aquellos ingredientes
que se utilizan para impartir sabor, dar color guér el estrés, o mejorar la
palatabilidad, proveer volumen o preservar el alitdeUn alimento es digerido por el
animal en el aparato digestivo y le proporcionao onvarios nutrientes, o elementos
simples capaces de ser absorbidos por la mucostulgiel digestivo, los cuales son
metabolizados vy utilizados por el animal para s&ater sus necesidades de

mantenimiento y produccion.

Los alimentos estan constituidos por:
- Agua
- Materia seca, que a su vez esté constituida por
* Materia Inorganica: Minerales
* Materia Organica:
= Carbohidratos
» Lipidos
» Proteinas (proétidos)



= Acidos nucleicos
= Acidos organicos

= Vitaminas

Los alimentos pueden ser clasificados o agrupad@sderdo a diferentes criterios:

* Origen: vegetal, animal, microbianos, marino,rpgtimico (fosfato, carbonato, etc.),
sintéticos (aminoacidos, vitaminas, urea, etc.)

* Composicion quimica y caracteristicas.

* Contenido de principios nutritivos y valor nuivib de estos, expresados en energia y
proteina utilizable, por determinadas especie®dymciones animales. (21)

1.6.1. MUESTREO

El valor de los resultados de un andlisis quimiaores una muestra de laboratorio bien
preparada dependera de que tan representativa seaektra del lote, serie, paquete o
consignacion de un alimento en particular del cugl tomada y de la clase de
informacion quimica que se necesita. Los productosestibles y los ingredientes de
alimentos son materiales en realidad heterogémpendp que es dificil obtener una sola
muestra absolutamente representativa para el srddisaboratorio.

El problema puede ser disminuido seleccionandosegaal azar o en forma planeada,
varias muestras del lote. Estas muestras puedeansdizadas individualmente para
obtener resultados de los cuales puede calcularserhposicion media del lote o en
ciertos casos las muestras se mezclan para daolmajue es representativa, de la cual

se toma una muestra para el analisis de laboratanioo se ve en la fotografia N° 6. (19)



Fotografia N° 6. TOMA DE MUESTRA DE ALIMENTO BALANC EADO.

El proceso de muestreo es una de las facetas e&ddistica y la mayor parte de las
obras sobre estadistica incluyen capitulos queridesclos principios matematicos
elementales involucrados. Debido a las dificultgatésticas y a los aspectos econémicos
de un muestreo completamente estadistico y laci@niaatural en la composicion de los
productos alimenticios, el analisis de alimentomenudo se efectia sobre muestras

escogidas al azar. (21)
1.6.1.1. PREPARACION DE LA MUESTRA

A fin de obtener resultados analiticos precisognleestra de laboratorio debe ser tan
homogénea como sea posible dentro de los limitesié@do analitico usado, para que
los analisis duplicados coincidan lo mas posible.nt&todo de homogeneizacion
dependera del tipo de alimento que se estd andbzeé®e dispone de varios aparatos
electromecanicos para reducir el tamafio de paadcdé los alimentos y para mezclar
intimamente los productos alimentarios. Los picaslale carne, ralladores, mezcladores,
homogeneizadores para alimentos secos, humedosjamlanoy los variados tipos de
molinos para polvos, son piezas indispensablesglépo de un laboratorio alimentario.
Todos los instrumentos mecanicos producen caloropgue se tendra sumo cuidado de
no alterar la composicibn de la muestra, por ladigdr de humedad debida al
sobrecalentamiento del equipo. Los alimentos saecssitan reducirse a polvo grueso



por medio de un molino mecanico y después mezclatseamente con una cuchara o

espatula.

Los alimentos solidos humedos, por ejemplo, los dgetos cérnicos, son
homogeneizados mejor moliéndolos que picandolaapcge muestra en la Fotografia 7,
donde las muestras atravesaron un proceso de whlidms alimentos fluidos son
emulsionados mejor en una licuadora. Los aceitgieiyas son preparados con facilidad

por calentamiento suave y mezclado. (15)

Fotografia N° 7. PREPARACION DE MUESTRAS PARA ANALI SIS.

1.6.2. ANALISIS PROXIMAL

1.6.2.1. HUMEDAD



El agua se encuentra en los alimentos en tres $oroomo agua de combinacién, como
agua adsorbida y en forma libre, aumentando elnvefu El agua de combinacion esta
unida en alguna forma quimica como agua de cdsiEthn o como hidratos. El agua
adsorbida esta asociada fisicamente como una muecs@bre la superficie de los
constituyentes de los alimentos. El agua libre qpeelda que es fundamentalmente un
constituyente separado, con facilidad se pierdeepaporacion o por secado. Dado que
la mayor parte de los alimentos son mezclas heteess de varias sustancias, pueden

contener cantidades variables de agua de loSposs {17)

Determinacion de la humedad

Hay muchos métodos para la determinacion del cmitete humedad de los alimentos,
variando en su complicacién de acuerdo a los ipes tde agua y a menudo hay una
correlacion pobre entre los resultados obtenidas.efbargo, la generalidad de los
métodos da resultados reproducibles, si las indbnes empiricas se siguen con
fidelidad y pueden ser satisfactorios para uso tig@c Los métodos pueden ser
clasificados como por secado, destilacion, por de&ajuimicos e instrumentales, del

cual el mas representativo es el método por secado.

En la fabricacién de alimentos se pueden utilizacgdimientos rapidos para determinar
humedad usando estufas desecadoras especialeslopjart a temperaturas altas. Otras
estufas tienen lamparas secadoras de radiaci@riojix y tienen ademas una balanza de
lectura directa. Los hornos de microondas puediizanse para la determinaciéon de

humedad en el laboratorio en forma rapida. (19)

1.6.2.2. PROTEINAS Y SU NECESIDAD

Entre todos los compuestos quimicos, las protelaben considerarse ciertamente como

los mas importantes, puesto que son las sustateiiasvida.

Las proteinas constituyen gran parte del cuerpmalnio mantienen como unidad y lo

hacen funcionar. Se las encuentra en toda célaa Filas son el material principal de la



piel, los musculos, tendones, nervios y la sandeegenzimas, anticuerpos y muchas

hormonas. (17)

Las proteinas son polimeros grandes, son poliamidas mondmeros de los cuales
derivan son los acidos a -aminocarboxilicos. Unia soolécula proteinica contiene
cientos, e incluso miles, de unidades de amino&acide que pueden ser de unos 20 tipos
diferentes. El nimero de combinaciones diferergssgecir, el numero de moléculas
proteinicas distintas que pueden existir, es cdsiito. Es probable que se necesiten
decenas de miles de proteinas diferentes para foyrhacer funcionar un organismo
animal; este conjunto de proteinas no es idénticquea constituye un animal de tipo
distinto. (22)

Las proteinas son necesarias para la formaciénngvaeion de los tejidos. Los
organismos que estan en periodo de crecimientcsiteceun adecuado suministro de
proteinas para su aumento de peso. Los organismioisos que tienen su peso
estabilizado estan en equilibrio dinamico, en et gus proteinas se degradan y se
regeneran continuamente, aungue su composicionapeaa constante. Para ello debe

existir en la dieta un suministro regular y contire proteinas. (17)

1.6.2.3. GRASA

Los cuerpos grasos o lipidos son mezclas de estesaltantes de la combinacion de
glicerina con los acidos grasos superiores, praigipnte el palmitico, oleico y estearico.
Son pocos los cuerpos grasos en cuya composidiénvienen, en cantidad considerable,

los &cidos grasos inferiores.

Los lipidos son insolubles en el agua y menos dense ella. Se disuelven bien en
disolventes no polares, tales como el éter subiurgulfuro de carbono, benceno,
cloroformo y en los derivados liquidos del petrol&a encuentran lipidos, tanto en
vegetales como en los animales. Muchos vegetalasidan considerables cantidades de
lipidos en los frutos y semillas. Los animalesdiemgrasa en las diferentes partes de su
cuerpo, especialmente entre la piel y los muscuosla médula de los huesos y

alrededor de las visceras. (19)



Hay lipidos soélidos, denominados grasas, y liquidesominados aceites. El término
grasa se emplea para aquellas mezclas que somassd@idemisdlidas a temperatura
ambiente, en tanto que el término aceite se apicaezclas que son liquidas a

temperatura ambiente.

Existen diferentes familias o clases de lipidosp pas propiedades distintivas de todos

ellos derivan de la naturaleza hidrocarbonada geiedn principal de su estructura.
Los lipidos desempefian diversas funciones biol&gioportantes, actuando:

1) Como componentes estructurales de las membranas,

2) Como formas de transporte y almacenamientoatabastible catabdlico,

3) Como cubierta protectora sobre la superficiendehos organismos, y

4) Como componentes de la superficie celular refedos con el reconocimiento de las

células, la especificidad de especie y la inmunakatbs tejidos.

Algunas sustancias clasificadas entre los lipidm®een una intensa actividad bioldgica:

se encuentran entre ellas algunas de las vitarmihasmonas.

Aunque los lipidos constituyen una clase bien d#dinle biomoléculas, veremos que con
frecuencia se encuentran combinados covalentententediante enlaces débiles, con
miembros de otras clases de biomoléculas, constitioy moléculas hibridas tales como
los glucolipidos, que contienen lipidos y glucidgslas lipoproteinas que contienen
lipidos y proteinas. En estas biomoléculas las ipdaygles quimicas y fisicas
caracteristicas de sus componentes estan fusiopadascumplir funciones biolédgicas

especializadas. (15)

1.6.2.4. FIBRA CRUDA

Es el residuo organico combustible e insoluble queda después de que la muestra se
ha tratado en condiciones determinadas. Las camdisimas comunes son tratamientos
sucesivos con petréleo ligero, acido sulfarico ididu hirviente, hidroxido de sodio



diluido hirviente, acido clorhidrico diluido, alcohy éter. Este tratamiento empirico
proporciona la fibra cruda que consiste principalt@alel contenido en celulosa ademas
de la lignina y hemicelulosas contenidas en la tnaielsas cantidades de estas sustancias
en la fibra cruda pueden variar con las condiciomes se emplean, por lo que para
obtener resultados consistentes deben seguirseedamientos estandarizados con

rigidez.

La fibra deberia considerarse como una unidad @icddy no como una unidad quimica.
La pared celular de las plantas tiene una estauctampleja compuesta de celulosa y
hemicelulosa, pectina, algo de proteina, sustaneiegenadas lignificadas, ceras,
cutina y componentes minerales. Este material\ddeda su vez en sustancias insolubles
de la matriz, que incluyen la lignina, celulosaeyricelulosa, y las mas solubles como la

pectina, ceras y proteina, que se pueda extraer.

La fibra también le da las propiedades fisicassaalimentos, y generalmente baja la

densidad caldrica de los alimentos.

Fibra Bruta también se la denomina Fibra Crudaeyemde ser un estimador de los CH
estructurales. Se determina mediante la extracmddnéter y con hidrolisis con acido
sulfurico e hidréxido de Na, pretendiendo simulaa digestion acida (estbmago) y una
alcalina (intestino), por lo cual representaridréccion indigestible de los CH. En la
fotografia N° 8 se muestra el equipo para detemnfihea cruda a través de la digestion

acido-basica.




Fotografia N° 8. EQUIPO DE FIBRA CRUDA.

1.6.2.5. CENIZAS TOTALES

Se denomina asi a la materia inorganica que formi gonstituyente de los alimentos
(sales minerales). Las cenizas permanecen comiucefiego de la calcinacion de la
materia organica del alimento. La calcinacion delfectuarse a una temperatura
adecuada, que sea lo suficientemente alta comogparéa materia organica se destruya
totalmente, a través de una mufier(fotografia N° 9 pero tenemos que observar que
la temperatura no sea excesiva para evitar quecdospuestos inorganicos sufran

alteracion.

Fotografia N° 9. MUFLA TERMO REGULABLE.

Todos los alimentos contienen elementos mineraleaando parte de los compuestos
organicos e inorganicos. Es muy dificil determioartal y como se presentan en los
alimentos, la incineracién pasa a destruir todaddéeria organica, cambia su naturaleza,
las sales metalicas de los &cidos orgénicos seiertarv en Oxidos o carbonatos, o
reaccionan durante la incineracion para formaratosf sulfatos o haluros. Algunos
elementos como el azufre y los halégenos puedesenoompletamente retenidos en las

cenizas, pudiéndose volatilizar.



CAPITULO I

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. LUGAR DE LA INVESTIGACION

La presente investigacion se llevo a cabo en ebladbrio de Bromatologia del Sistema
de Aseguramiento de Calidad de la Procesadora hacide Alimentos C.A.
PRONACA-QUEVEDO, asi como en la Granja Experimental la Procesadora

Nacional de Alimentos C.A. PRONACA-QUEVEDO.

2.1.1. UBICACION

TABLA N° 5 LUGAR DE REALIZACION Y APLICACION DEL T RABAJO DE

INVESTIGACION.

Provincia: Los Rios
Canton: Quevedo
Parroquia: | Buena Fe

Lugar:

Procesadora Nacional de Alimentos C.A.

FUENTE: INSTITUTO GEOGRAFICO MILITAR DEL ECUADOR




2.2. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

2.2.1. MATERIAL BIOLOGICO

Cuatro Cerdos de la especie genética PIC procesledgela granja Afortunados,
perteneciente al Departamento de Nutricion e Inyasibn de la Procesadora Nacional
de Alimentos C.A. PRONACA-QUEVEDO.

2.2.2. MATERIA PRIMA

La investigacion se realiza con heces muestreadas

directamente de la excrecion de los cerdos especie genética
PIC, y alimento balanceado suministrado acorde a la edad
del animal (Cerdos Desarrollo 2).

2.2.3. MATERIALES

*  Alambre

* Balones aforados de 500 y 1000 mL
* Bandeja metélica

* Bandejas plésticas

* Bureta de 50 ml

* Cajas de aluminio

* Crisoles de porcelana

* Embudo (percolador)

*  Embudo plastico

* Erlenmeyer de 250 ml

* Etiquetas



* Frascos

* Fundas siplox

* Guantes de nitrilo

* Guantes térmicos

* Jaulas metabolicas

* Mascarillas

*  Papel filtro libre de cenizas

* Pera de succion

*  Piceta

* Pinza metalica

* Pinza para crisoles

* Pipetas volumétricas de 1ml, 10 ml, 25 ml
*  Probetas 50 mL y 100 mL

* Quitasato

* Recipientes plasticas

* Soporte Universal

* Vasos de precipitaciéon de 50 mL

* Vasos de precipitacion de 600 mL sin pico

2.2.4. EQUIPOS Y ACCESORIOS

* Balanza analitica con sensibilidad 0.1 mg,

*  Estufa termo regulable

* Desecador provisto de sustancia desecante
* Placa de calentamiento

*  Mufla termo regulable

* Extractor de vapores

* Bomba calorimétrica

* Refrigeradora-congeladora

*  Termdmetro digital

* Bomba de vacio



* Crondmetro

*

Equipos de proteccion

2.2.5.REACTIVOS

Acido Clorhidrico concentrado p.a.
* Nitrato de Plata

* Carbonato de Sodio

* Rojo de Metilo

* Agua Destilada

* Oxigeno

2.3. METODOS

— Determinacion de Humedad por pérdida de sedddeAC15-M01

— Determinacion de Energia brutéA-AC15-M36

— Método Cenizas Insolubles en Acido Alternati®HRIVASTAVA AND
TALAPATRA -1962).

— Método Cenizas Insolubles en Acido Alternasif®dOGTMANN-1975).

— Método Cenizas Insolubles en Acido Alternagifd. VAN KEULEN AND
YOUNG-1977)

— Método de Recoleccién Total de heces.
2.4. UNIDAD EXPERIMENTAL

Se utilizara un promedio de 300 g de Heces de cadade los cuatro animales de
experimentacion (Cerdos genética Pic) y 100 g den&ito Balanceado Cerdos
Desarrollo 2 (PROCERDOS-PRONACA) de cada uno decladro cerdos utilizados

para el trabajo de investigacion.



Se realizara un andlisis de varianza para losteetad de Digestibilidad de las tres
alternativas del método Cenizas Acido Insolublesl ynétodo de Recoleccion Total,
ademas la respectiva prueba de Tuckey.

Los parametros de validacion entre las tres altisasa del método Cenizas &cido
Insolubles y el método de Recoleccion Total, se pararan descriptivamente con
gréaficos estadisticos.

2.5. MANEJO ESPECIFICO DEL EXPERIMENTO

El presente trabajo busca comparar las tres alteasa(A.-Shrivastava and Talapatra
1962; A-Vogtmann 1975; AJ. Van Keulen and Young 1977), con el método de
referencia aplicado en la empresa (Recoleccionl Tetaeces).

La comparacion se basara en al analisis tantdraéalo como a las muestras de heces
fecales.

Las determinaciones a ejecutarse en las altersadislamétodo Cenizas Acido Insolubles
y en el Método de Recoleccion Total seran: Digéstdd, y los cinco parametros de
validacion (Incertidumbre de los resultados, Exadti Repetibilidad, Limite de

deteccion, Especificidad).

Las tres alternativas a comparar se ejecutaratasarondiciones siguientes:

TABLA N°6 CONDICIONES DE ANALISIS DE LA ALTERNATI VA 1 DEL METODO DE
CENIZAS ACIDO INSOLUBLES .
ALTERNATIVAS
: MUESTRA CONDICIONES
METODO CIA
Peso de muestra: 10 g de Alimento.
Pre-incinerado: realizado en mufla por 5
horas a 650°C.
ALTERNATIVA 1 ALIMENTO Tratar con 15 mL de HCI concentrado, por
15 min.
(Shrivastava and Incinerado durante 12 h a 650°C en una
Talapatra -1962) mufla.

Peso de muestra: 20 g de Heces.
HECES FECALES Pre-incinerado: realizado en mufla por 5
horas a 650°C.



Tratar con 15 mL de HCI concentrado, por
15 min.
Incinerado durante 12 h a 650°C en una

mufla.

FUENTE: EVALUATION OF ACID-INSOLUBLE ASH AS A NATURAL MARKER IN RUMINANT DIGESTIBILITY STUDIES. JOURNAL ANIMAL SCIENCE.

CONDICIONES DE ANALISIS DE LA ALTERNATI VA 2 DEL METODO DE

CONDICIONES

Peso de muestra: 10 g de Alimento.
Pre-incinerado: No Existe

Tratar con 100 mL de HCI 4N, por 30 min.
Incinerado durante 12 h a 650°C en una

mufla.

TABLA N°7
CENIZAS ACIDO INSOLUBLES .
ALTERNATIVAS
; MUESTRA
METODO CIA
ALIMENTO
ALTERNATIVA 2

(Vogtmann-1975)

HECES FECALES

Peso de muestra: 10 g de Heces.
Pre-incinerado: No Existe

Tratar con 100 mL de HCI 4N, por 30 mirn.
Incinerado durante 12 h a 650°C en una

mufla.

FUENTE: EVALUATION OF ACID-INSOLUBLE ASH AS A NATURAL MARKER IN RUMINANT DIGESTIBILITY STUDIES. JOURNAL ANIMAL SCIENCE.

CONDICIONES DE ANALISIS DE LA ALTERNATI VA 3 DEL METODO DE

CONDICIONES

Peso de muestra: 5 g de Alimento.
Pre-incinerado: realizado por 12 h a 450°C

en la mufla

TABLA N°8
CENIZAS ACIDO INSOLUBLES. .
ALTERNATIVAS
. MUESTRA
METODO CIA
ALTERNATIVA 3
ALIMENTO

(J. Van Keulen and
Young-1977)

HECES FECALES

Tratar con 100 mL de HCI 2N, por 5 min.
Incinerado durante 12 h a 450°C en una

mufla.

Peso de muestra: 5 g de Heces.



Pre-incinerado: realizado por 12 h a 450°C
en la mufla

Tratar con 100 mL de HCI 2N, por 5 min.
Incinerado durante 12 h a 450°C en una

mufla

FUENTE: EVALUATION OF ACID-INSOLUBLE ASH AS A NATURAL MARKER IN RUMINANT DIGESTIBILITY STUDIES. JOURNAL ANIMAL SCIENCE.

TABLA N°9 CONDICIONES DE ANALISIS DEL METODO DE R ECOLECCION TOTAL.

ALTERNATIVA MUESTRA CONDICIONES

Peso del Alimento ingerido por

animal

. ALIMENTO Determinacion de Nutriente (Enerdia

METODO DE .
. Bruta) en el alimento
RECOLECCION
TOTAL DE

Peso de las Heces excretadas por el

HECES

animal.
HECES FECALES o _
Determinacion de Nutriente (Energia

Bruta) en las heces.

FUENTE: EVALUATION OF ACID-INSOLUBLE ASH AS A NATURAL MARKER IN RUMINANT DIGESTIBILITY STUDIES. JOURNAL ANIMAL SCIENCE.

En las tres alternativas del método Cenizas Aaidolubles y el método de Recoleccién
Total, se usan las mismas muestras.

En lo referente al material biolégico, preparacitetnmuestras de alimento balanceado,
muestras de heces, Alternativas del método Cerazaio Insolubles y método de

Recoleccion Total, se detallan en los siguienteseamales:

2.5.1. METODOLOGIA DE PREPARACION DEL MATERIAL
BIOLOGICO.

Se utiliza 12 cerdos masculinos raza Genética gd€trados con un peso promedio de 9
a 15 kg., alojados individualmente en jaulas deabddicas, con comedero y bebedero.
Al inicio del experimento son vacunados y desp@@ss. Los animales se pesan al
inicio y al final de la prueba (60 dias), en laofgafia N° 10 podemos observar el

alojamiento de los animales de experimentaciona Rartratamiento los animales se



distribuyen conforme a un disefio completamenteal, @juedando cuatro animales para
el andlisis. En la dieta experimental que se zatilalimento balanceado segun

requerimientos a la edad de inicio (cerdos dedarg)l

FOTOGRAFIA N° 10. ALOJAMIENTO DE ANIMALES DE EXPERI MENTACION. GALPON
EXPERIMENTAL PRONACA QUEVEDO.

2.5.2. PREPARACION DE MUESTRAS DE ALIMENTO BALANCEADO

En las muestras de alimento previa la aplicacElmtétodo de cenizas acido insolubles

se determina la humedad de acuerdo al método tisigndA-AC15-MO1.

El alimento seco se guarda en fundas herméticas eydar el contacto con el aire. Se
determina el nutriente del alimento, Energia Brdeaacuerdo al método de anali¥is-
AC15-M36.

2.5.3. PREPARACION DE MUESTRAS DE HECES
Las muestras de heces son tomadas evitando coataémincon tierra o con cualquier

otro tipo de material que afecten los resultadosodeanalisis, como se observa en la
fotografia N° 11.



FOTOGRAFIA N° 11. OBTENCION DE MUESTRA DE HECES FEC ALES. GALPON
EXPERIMENTAL PRONACA QUEVEDO.

Se toman aproximadamente 150 g de heces por diarpolapso de 5 dias, en la
fotografia N° 12 se indica la utilizacién de undabaa semi analitica para el peso diario,
toda la materia obtenida se homogeniza, se proaedeterminar su humedad y es

almacenada seca para su posterior analisis.

FOTOGRAFIA N° 12. BALANZA SEMI ANALITICA UTILIZADA PARA PESAR MUESTRAS
DIARIAS DE MATERIA FECAL

Para la Determinacion de humedad de heces, seadmljo condiciones estables en el
laboratorio. Se pesan 20 g de muestra de hecesoddmtcapsulas de aluminio. Las
capsulas deben estar perfectamente identificadaslgnadas de acuerdo a las muestras,
se coloca la capsula dentro de la Balanza anatitinasensibilidad 0.1 mg y se anota el
peso de esta, se tara el equipo (encerar) y caydda de una espatula se coloca la
materia fecal dentro de la capsula. Se anota el ge$a muestra y se retira del equipo de



pesaje. Las muestras fecales se introducen en sthidaBermo regulable, como se
muestra en la Fotografia N° 13, a una tempera®i@8®C y por un periodo de 15 horas.

FOTOGRAFIA N° 13. DETERMINACION DE HUMEDAD EN MATER IA FECAL.
LABORATORIO BROMATOLOGICO PRONACA QUEVEDO

Una vez transcurrido el tiempo de secado, se cdaxanuestras en un desecador con
material deshidratante adecuado por 15 minutosmat@ria seca es pesada, y se calcula
el porcentaje de humedad.

Calculo:

(Peso final cajamuetsra — Peso caja vacia) — Peso rmuestra

oHumedad =
®* 100

Peso muestra

Se almacenan las muestras secas en fundas hesndgtara prevenir el ingreso de
humedad, y se colocan en un refrigerador a 6 °@, paposterior analisis, el diagrama
de flujo de la determinacion de humedad en hecewsstra en la Figura N° 3.



Secara Secara

103°CH 4h EBCH15h

FIGURA N°3. ESQUEMA DE PREPARACION DE MUESTRAS

2.5.4. ALTERNATIVAS PARA DETERMINAR CENIZAS ACIDO
INSOLUBLES.

2.5.4.1. Alternativa 1 (Shrivastava and Talapatra -1962).
Método cenizas acido insolubles, HCI concentrado.

La Determinacion de Ceniza Insoluble en Acido aul& por los autores Shrivastava y
Talapatra (1962), utilizando principalmente Aciddom@idrico concentrado, no fue
descrito totalmente en la publicacion original pee interpretd y se utiliza de la

siguiente manera:



Se prepara previamente la muestra de heces secalymknto seco, se toma un peso de
10 g de alimento y 20 g de excremento en una Balanalitica con sensibilidad 0.1 mg.
Se coloca la muestra en un crisol de porcelanacardd 50 mL y se lleva a una mufla
termo regulable, por encima de un periodo de 5dhaaamentando la temperatura
progresivamente de 250 a 650 °C, en increment@®@e&cC. Yéase fotografia N° 34

FOTOGRAFIA N° 14, PRE-INCINERACION DE MUESTRAS. CIA ALT.1. LABORATORIO
BROMATOLOGICO PRONACA QUEVEDO

La ceniza resultante se humedece con 5 ml de dgepués de esto se agrega 10 mL de
HCI concentrado (11-12 N), la mezcla se evaporaequedad encima de una plancha
caliente, esto es repetido por dos veces.

Posteriormente se agrega 5 mililitros de HCI cotreglo y se deja durante de 15 min
encima de la plancha caliente. El contenido dets®les se filtra (Whatman No. 41), a

través de papel filtro libre de cenizas.

La ceniza se lava con agua destilada caliente @®&C), con el fin de dejarla libre del
acido, la ceniza y el papel filtro se transfirielmn crisol, y se introducen a la mufla
durante 12 horas a 650 °C. El crisol se refrestaire desecador para regular la

temperatura, se pesa el contenido de ceniza. (40)



2.5.4.2. Alternativa 2. (Vogtmann-1975)
Método cenizas acido insolubles, HCI 4N.

En la Alternativa 2 de acuerdo con el alfogtmann-1975, la determinacion de Cenizas
Acido Insolublesse describe de la siguiente manera:

Se toma un peso de 10 g de muestra seca tantonmteEnt como de heces, se pesa en
una Balanza analitica con sensibilidad 0.1 mg eBnenmeyer de 250 mL, se le agrega
100 mL de HCI 4N. La mezcla es hervida muy despperaun periodo de 30 min en una

plancha de calentamiento, junto con un extractorag@r de aire. Un condensador se ata

al frasco para prevenir pérdida de HCI.

FOTOGRAFIA N° 15. TRATAMIENTO DE MUESTRA DIRECTO CO N ACIDO. CIA ALT 2.
LABORATORIO BROMATOLOGICO PRONACA QUEVEDO

La mezcla caliente se filtra, utilizando papelrdiltibre de ceniza (Whatman No. 41), se
lava el filtrado para quedar libre del acido conagdestilada caliente (85 a 100 C).

La ceniza junto con el papel filtro se transfiriera un crisol de 50 mL previamente
pesado, se coloca dentro de una mufla termo relgufalbante 12 horas a 650 C.
Después el crisol junto con la ceniza se refrestaure desecador para regular la

temperatura y se pesa. (40)



2.5.4.3. Alternativa 3. (J. Van Keulen and Young-1997)
Método cenizas acido insolubles, HCI 2N.

La Alternativa 3 de acuerdo con los autotksVan Keulen and Young-1997, la
determinacion de Cenizas Acido Insolubles se dasche la siguiente manera:

Se toma 5 gramos de muestra de alimento seco gads Isecas, se pesa en un crisol de
50 mL en una Balanza analitica con sensibilidadriyl

Posteriormente se pesa la muestra y coloca estaeemufla durante 12 horas a 450 °C.
La ceniza se transfiere a una copa de Berzeliusl gito (vaso de precipitacion de 600
mL) agregamos 100 mL de HCI 2N, como se demuestta tografia N°16. La mezcla
se hierve durante 5 min en un aparato de digesofibra cruda. Alternativamente se

puede hervir a ebullicion la mezcla en un platealentamiento.

FOTOGRAFIA N° 16. MUESTRA TRATADA CON ACIDO CLORHID RICO 2N. CIA ALT 3.
LABORATORIO BROMATOLOGICO PRONACA QUEVEDO

La mezcla caliente se filtra utilizando papel @iltibre de cenizas (Whatman No. 41),
esta se lava para quedar libre del acido, se seatim agua destilada caliente (85° a 100 ©
C), como se observa en la Fotografia N° 17. Hiafilb junto con el papel filtro se
transfiere a un crisol, y se lo introduce en undlandurante 12 horas a 450 °C. El crisol

y el volumen se refrescan en un desecador partanlagemperatura, y se pesa. (40)



FOTOGRAFIA N° 17. FILTRACION DE CENIZAS TRATADAS CO N ACIDO. CIA ALT 3.
LABORATORIO BROMATOLOGICO PRONACA QUEVEDO

2.5.5. DETERMINACION DE DIGESTIBILIDAD POR EL METODO
CENIZAS ACIDO INSOLUBLES.

Una vez obtenido el valor del porcentaje de cerazaso insolubles (marcador indirecto)
tanto en la muestra de alimento balanceado conteo @ heces fecales, determinamos la
digestibilidad aparente, para lo cual necesitamedimel porcentaje de un nutriente en el
alimento y en las heces. Los cuales podrian seaé&igtEtéreo, Fibra Bruta o Energia
Bruta.

Esta es normalmente representada por digestibjleiqaesado en forma porcentual que
se calcula mediante la siguiente formula:

Digestibilidad aparente % = 100- [100 (MA/MH)(NH/NA)]

Donde:

MA =% de marcador en el alimento
MH =% de marcador en las heces
NH =% de nutriente en las heces

NA =% de nutriente en el alimento.



2.5.6. DETERMINACION DE DIGESTIBILIDAD POR EL METODO DE
RECOLECCION TOTAL

Este método incluye la medicion de la ingestion wea determinada racion de
composicién conocida y la colecta total de la esidrefecal correspondiente al alimento
consumido.

Esta representada por un coeficiente de digesiati]i expresado en forma porcentual

que se calcula mediante la siguiente férmula:

Coeficiente de digestibilidad (%) = [(NI- NH) / NI] x 100

Donde:
NI = % Nutriente ingerido

NH = % Nutriente en heces

La determinacion del nutriente en el alimento c@ndas heces es Energia Bruta de

acuerdo al métodaA-AC15-M36.

2.6. METODOS DE ANALISIS EN EL LABORATORIO

2.6.1. DETERMINACION DE HUMEDAD POR PERDIDA DE SECADO

Método NA-AC15-M01, adaptado en el Departamento de Aseguramientoatida@
PRONACA-Quevedo.

FUNDAMENTO

Este método determina la pérdida de peso expresada porcentaje de humedad de una

muestra sometida al calor.



ALCANCE

Este método es aplicable a productos solidos yssgichbs con excepcion de aquellos

gue sometidos a temperaturas de 100 °C o mayooeEssemponen.

DEFINICIONES

Pérdida por secadoCorresponde en su mayoria al contenido de ague ke los

productos y a pequefias cantidades de otros coropuaséatiles.

MATERIALES Y EQUIPOS

- Plato de aluminio
— Desecador provisto de sustancia desecante
- Balanza analitica con precision de 0.1 mg

— Estufa termo regulable

REACTIVOS

- NO Aplica.

PROCEDIMIENTO

* Método 1. Temperatura 104 °C, tiempo de secado 3tas

— Regular la estufa a 1642 °C

— Colocar 3 gramos, exactamente pesados de muestaanente molida vy
homogeneizada, en un plato de aluminio previantandelo y pesado.

— Colocar el plato en la estufa durante 3 horas dhaes$o constante).

— Sacar el plato y enfriar en un desecador hastagenyra ambiente.

— Pesar y calcular la pérdida de peso y reportar quuneentaje de humedad.



* Método 2. Temperatura 135 °C, tiempo de secado 21tas

— Regular la estufa a 1352 °C.

— Proceder de igual manera que en método 1, conciepeidn que el tiempo de

secado es de 2 horas.

CALCULOS
(Pi-Pf)
Humedad (%) = ----------mmmmmeev X 100
Pi
En donde:

Pi; peso inicial en g. antes del calentamiento
= peso del recipiente mas la muestra — pesgedigiente
Pf; peso final en g. después del calentamiento

= peso del recipiente mas la muestra seca —desecipiente

REFERENCIA DEL METODO

Método 1 Método AOAC 935.29 modificado

Método 2. Método AOAC 930.15 modificado

2.6.2. DETERMINACION DE ENERGIA BRUTA

Método NA-AC15-M36, Meétodo Oficial de ASTM 1974. Standards for bomb
calorimetric and combustion methods. American Sgcitor Testing Materials.
Philadelphias. Pa, U.S.A., adaptado en el Depantomge Aseguramiento de Calidad
PRONACA-Quevedo.

FUNDAMENTO
Este método sirve para determinar la energia loleitana muestra sometida a ignicion

expresado en Kilocalorias / kilogramos.



ALCANCE
Este método es aplicable directamente a materiasaprsolidas, semisdlidas, aceites,
productos terminados, heces secas y aquellos gosdoon altos contenidos de humedad

deben ser previamente secados.

MATERIALES Y EQUIPOS
— Calorimetro
— Bomba calorimétrica
— Calentador de agua para el calorimetro
— Prensa para pastillado
— Tanque de oxigeno
— Balanza analitica con precision de 0.1 mg
— Cé4psulas de aluminio
- Pinzas
— Bureta
— Soporte universal
- Tijeras

- Regla

REACTIVOS

— Solucién de Carbonato de sodio 0.072N. Pesar 3.84 yaCO; previamente
deshidratado a 100°C por 2 horas y disolver ehtande agua recientemente
hervida y fria.

— Solucién indicadora de naranja de metilo, al OesaP 0.1g del indicador naranja
de metilo, colocar en un balén de 100 ml y disobar alcohol etilico.

- Acido Benzoico RA, estandar para calorimetria:ipastde acido benzoico grado
pa.

— Alambre de fusién de cromo niquel

PROCEDIMIENTO

— Moler la muestra en un molino con criba de 1mm.



Preparar una pastilla en la prensa con una cantidaduestra alrededor de 1 a
150¢.

Pesar la pastilla preparada en la capsula de alynmranejar siempre la capsula
con pinzas, nunca con las manos.

Cortar maximo 14 cm del alambre de fusion y suesaen los dos entremos del
soporte de la tapa de la bomba calorimétrica ddblés en forma de V para que
tengan contacto con la muestra.

Colocar la capsula con la muestra en el soporteadsit en la tapa de la bomba
calorimétrica y ubicar el alambre de tal forma faga contacto.

Afiadir 1 ml de agua dentro de la bomba calorimgtryccerrar la bomba teniendo
cuidado de enroscar la tapa de una forma correcta.

Revisar que la valvula que se utiliza para desfdgapresion esté cerrado y
proceder a inyectar de 25 a 35 atmoésferas de axigen

Situar la bomba dentro de la cubeta que contendrétamente 2 litros de agua
destilada.

Conectar los electrodos en la bomba calorimétridesiintamente.

Tapar el calorimetro y conectar el empaque deladgit hacia el motor que
permite el movimiento del mismo. Encender el apagdra que trabajen los
agitadores. Medir la temperatura del bafio de l&teuque contiene la bomba la
cual no debe sobrepasar los 20 2C si esto ocyrgerdebe cambiar el agua del
bafio por una mas fria. Registrar la temperaturdadeubeta (Ti) cuando se
estabilice o no haya variacion de £ 0.01°C.

Presionar el botén rojo de ignicién. La combustitenla muestra provocara un
aumento en la temperatura del agua de la cubetacqotiene la bomba,
aproximadamente 20 segundos después de la igniEbrmncremento en la
temperatura sera rapido al principio y mas lentmatlida que se empieza a
estabilizar. Después de que la temperatura de leet@use ha estabilizado
alrededor de 5 min., lea y registre la temperdioea (Tf).

Desconectar el empaque del agitador y abrir la tigbaalorimetro, desconectar
los electrodos.

Coger la bomba calorimétrica con guantes y colacdédntro de un chorro de

agua fria para bajar la temperatura de la misma.



— Girar la vélvula para sacar la presion de oxigemdenida en la bomba, cuando
se haya liberado la presién desenrosque la tapaladdomba y abra
cuidadosamente.

— Lave dentro de la bomba, con un chorro de agualatkstde aproximadamente
150 ml, el interior de la bomba y la cdpsula quetiene la muestra, recoger en
un vaso de precipitacion de 250ml los liquidosldeddo y agregar 4 gotas de
indicador de naranja de metilo y titule con laus@n de carbonato de sodio
0.0720N hasta viraje a color amarillo. Registre lo$ consumidos en la
titulacion.

— Medir el alambre de fusion que no se quemod y quoe d@star aun unido a los
electrodos de la capsula de la muestra, regissecémtimetros del alambre

residual.

CALCULOS
Ww*A)-(a+e)
EB (Kcal/Kg) =----------=-m-mmmmmmmmmmmo-

m
En donde:
EB (cal/g.) Energia bruta expresada en caloriasig
wW Valor estandar de energia en calorias/°C deloacid
benzoico patrén
At Diferencia Temperatura final — Temperaturaialic
e resultado de multiplicar el consumo de alambre en
mm por el calor de combustion del alambre de
fusion 0.23 cal/mm, si se usa el alambre de cromo
niquel
€ Mililitros de carbonato de sodio 0.072N

m Peso de la muestra en gramos



CAPITULO 1l

3. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

3.1. DETERMINACION DEL ANALISIS DE VARIANZA.

TABLA N°10. ANALISIS DE VARIANZA DEL COEFICIENTE DE DIGESTIBILIDAD DE
LAS TRES ALTERNATIVAS DEL METODO CIA Y DEL METODO
RECOLECCION TOTAL DE HECES.

Andlisis de la Varianza (SC Tipo I)

F.V. SC gl CM F Valor p
Modelo  3479,38 3 1159,79 144,19 <0,0001
TRATAMIENTO 3479,38 3 1159,79 144,19 <0,0001
Error 353,92 44 8,04

Total 3833,30 47

FUENTE: INFODAT-RESULTADOS DE CUADROS N%, N7, N8 Y N9.

CUADRO N°1. PRUEBA DE TUCKEY AL 5% CON LOS COEFICI ENTES DE
DIGESTIBILIDAD ENTRE EL METODO DE RECOLECCION TOTAL Y
LAS DIFERENTES ALTERNATIVAS DEL METODO CENIZAS ACID O
INSOLUBLE EN ALIMENTO BALANCEADO. DEPARTAMENTO DE
INVESTIGACION Y ASEGURAMIENTO DE CALIDAD. PROCESADO RA
NACIONAL DE ALIMENTOS CA. PRONACA. QUEVEDO. FEBRERO DEL

2010.
ALTERNATIVAS RANGO
COEFICIENTE DE
DIGESTIBILIDAD (%)
CIAALT1 68,68 A
CIAALT3 87,07 B
CIAALT2 88,2 B
RT 89,46 B

MEDIAS SEGUIDAS DE LA MISMA LETRA NO DIFIEREN ESTAD ISTICAMENTE.



Los resultados expresados en el cuadro N° 1, ingliGnalisis de varianzai£0,05)
correspondiente a la determinacién del coeficiathte digestibilidad, los cuales no
presentan diferencias estadisticas entre el mé&tedecoleccion total (tratamiento 1) y
las alternativas 2 y 3 del Método de Cenizas Atidolubles.

Se comprueba que el método de Recoleccién tot@lorgarable con el método de
Cenizas Acido Insolubles alternativa 2 segun Vogimi975 HCI 2N, por su semejanza

en los porcentajes de digestibilidad y su iguakestddistica.

3.2.DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE HUMEDAD EN ALIMENTO
BALANCEADO CERDOS DESARROLLO 2

La determinacion del porcentaje Humedad en alimBalanceado Cerdos Desarrollo 2
se realizo para la obtencion de muestra seca y gladesarrollo de los métodos de

analisis, se determin6 a través del métddeAC15-MO01.

Los resultados del porcentaje de Humedad se repentéa tabla 2.

CUADRO N°2. PORCENTAJE DE HUMEDAD EN ALIMENTO BALA NCEADO CERDOS
DESARROLLO 2. DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION Y
ASEGURAMIENTO DE CALIDAD. PRONACA. QUEVEDO. FEBRERO
DEL 2010.



CERDOS DESARROLLO 2 3A
CERDOS DESARROLLO 2 3A
CERDOS DESARROLLO 2 3A
CERDOS DESARROLLO 2 6A
CERDOS DESARROLLO 2 6A
CERDOS DESARROLLO 2 6A
CERDOS DESARROLLO 2 9A
CERDOS DESARROLLO 2 9A
CERDOS DESARROLLO 2 9A

CERDOS DESARROLLO 2 11A

CERDOS DESARROLLO 2 11A

CERDOS DESARROLLO 2 11A
PROMEDIO

11,87
11,60
11,71
11,59
11,42
11,58
11,63
11,66
11,63
11,88
11,85
11,87
11,69

REALIZADO POR: JESSENIA KATHERINE BUNAY

Analizando los resultados expuestos en el cuadro N°
apreciamos que el porcentaje de Humedad del Aliment
Balanceado CERDOS DESARROLLO 2, administrado a los
de experimentacion tiene una humedad promedio de 11
dato necesario para obtener el porcentaje de digest

en el Método de Recoleccién Total. El porcentaje de
obtenido se encuentra dentro de los parametros adec
especificados en la ficha técnica T322R1BA, una hum
mayor a la especificada, provoca el calentamiento d
alimento y la proliferacién de hongos, tornando al

no apto para el consumo de los animales.

2,

o
animales
,69%,
ibilidad
humedad
uados y
edad

el
alimento



3.3. DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE HUMEDAD EN HECES DE
CERDOS DE ALIMENTO BALANCEADO CERDOS DESARROLLO 2

La determinacion del porcentaje de Humedad en Heéeeanimales cuando se les ha
administrado Alimento Balanceado Cerdos Desar@lke realizo para la obtencién de
muestra seca y para el desarrollo de los métodasdesis.

Los resultados del porcentaje de Humedad se repentéa tabla 3.

CUADRO N° 3. PORCENTAJE DE HUMEDAD EN HECES DE CERDOS CUANDO
INGIRIERON ALIMENTO BALANCEADO CERDOS DESARROLLO 2.
DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION Y ASEGURAMIENTO DE
CALIDAD. PROCESADORA NACIONAL DE ALIMENTOS CA. PRON ACA.
QUEVEDO. FEBRERO DEL 2010.

HECES CERDOS DESARROLLO 2 3A 61,66
HECES CERDOS DESARROLLO 2 3A 62,32
HECES CERDOS DESARROLLO 2 3A 61,98
HECES CERDOS DESARROLLO 2 6A 65,94
HECES CERDOS DESARROLLO 2 6A 66,31
HECES CERDOS DESARROLLO 2 6A 66,14
HECES CERDOS DESARROLLO 2 9A 61,76
HECES CERDOS DESARROLLO 2 9A 62,75
HECES CERDOS DESARROLLO 2 9A 62,27
HECES CERDOS DESARROLLO 2 11A 56,33
HECES CERDOS DESARROLLO 2 11A 60,21
HECES CERDOS DESARROLLO 2 11A 58,29
PROMEDIO 62,16
REALIZADO FOR. JESSENIA KATHERINE BURAY
En los resultados expuestos en el cuadro N° 3, apre ciamos
que el porcentaje de Humedad promedio de Heces de ¢ erdos,

cuando se les administro Alimento Balanceado CERDOS
DESARROLLO 2, es 62,16%, dato necesario para obtene rel
porcentaje de digestibilidad en el Método de Recole ccién



Total. Los porcentajes obtenidos de humedad en hece S, Nos

indican que la digestion ha sido homogénea en los a nimales,
el porcentaje de humedad en heces es equivalente (a gua
excretada) a la cantidad de agua ingerida por los a nimales.

3.4. DETERMINACION DE ENERGIA BRUTA EN ALIMENTO
BALANCEADO CERDOS DESARROLLO 2.

CUADRO N°4. ENERGIA BRUTA EN ALIMENTO BALANCEADO C ERDOS
DESARROLLO 2. DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION Y
ASEGURAMIENTO DE CALIDAD. PROCESADORA NACIONAL DE
ALIMENTOS CA. PRONACA. QUEVEDO. FEBRERO DEL 2010.

CERDOS DESARROLLO 2 3A 4535,99
CERDOS DESARROLLO 2 3A 4437,82
CERDOS DESARROLLO 2 3A 4486,92
CERDOS DESARROLLO 2 6 A 4530,89
CERDOS DESARROLLO 2 6A 4441,11
CERDOS DESARROLLO 2 6A 4486,02
CERDOS DESARROLLO 2 9A 4447,02
CERDOS DESARROLLO 2 9A 4442,63
CERDOS DESARROLLO 2 9A 4444,83
CERDOS DESARROLLO 2 11 A 4554,23
CERDOS DESARROLLO 2 11 A 4533,17
CERDOS DESARROLLO 2 11 A 4543,72

PROMEDIO 4490,36

REALIZADO POR: JESSENIA KATHERINE BUNAY



Los resultados expresados en el cuadro N° 4, indacaeterminacién de energia bruta
en alimento balanceado Cerdos Desarrollo 2, endilggaada por la ruptura de los
enlaces de productos organicos, siendo los hiddet@srbono y las grasas los nutrientes
ingeridos por los animales los que proporcionamgaanecesaria para trabajos celulares,
el alimento balanceado presenta un promedio de,38%cal/Kg de energia bruta,

encontrandose dentro de las formulaciones esperadas

5100
4900
4700 ——ENERGIA
BRUTA
—B—LIMITE
*, SA—e—e
4500 N ——— INFERIOR
LIMITE
4300 SUPERIOR
4100
——a—a—a—a—a—a—a—a—aa
3900 T T T T T T T T T T T 1
3A 3A 3A 6A 6A G6A 9A 9A 9A 11A 11A 11A
ANIMAI FS NE EXPFRIMFENTACION

REALIZADO POR: JESSENIA KATHERINE BUNAY

GRAFICO No. 1. DETERMINACION DE ENERGIA BRUTA EN A LIMENTO BALANCEADO
CERDOS DESARROLLO 2 ADMINISTRADO A CUATRO ANIMALES DE
EXPERIMENTACION. DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION Y
ASEGURAMIENTO DE CALIDAD. PROCESADORA NACIONAL DE
ALIMENTOS CA. PRONACA. QUEVEDO. FEBRERO DEL 2010.

En el grafico 1, se presentan los datos obtenidos d ela
determinacion de Energia Bruta, analizando los val ores
obtenidos evidenciamos que se encuentran dentro de los

limites esperados para la alimentacion de los anima les,



estos intervendran en la obtencion de tejido magro en el

animal con lo cual se califica su calidad.

3.5. DETERMINACION DEL ENERGIA BRUTA EN HECES DE CERDOS

CUADRO N°5. ENERGIA BRUTA EN HECES DE CERDOS CUAND O SE LES
ADMINISTRO ALIMENTO BALANCEADO CERDOS DESARROLLO 2.
DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION Y ASEGURAMIENTO DE
CALIDAD. PROCESADORA NACIONAL DE ALIMENTOS CA. PRON ACA.
QUEVEDO. FEBRERO DEL 2010.

CERDOS DESARROLLO 2 3A 4356,28
CERDOS DESARROLLO 2 3A 4260,70
CERDOS DESARROLLO 2 3A 4308,47
CERDOS DESARROLLO 2 6A 4338,51
CERDOS DESARROLLO 2 6 A 4345,41
CERDOS DESARROLLO 2 6 A 4341,96
CERDOS DESARROLLO 2 9A 4444,37
CERDOS DESARROLLO 2 9A 4365,42
CERDOS DESARROLLO 2 9A 4404,89
CERDOS DESARROLLO 2 11A 4258,64
CERDOS DESARROLLO 2 11A 4365,62
CERDOS DESARROLLO 2 11A 4312,14

PROMEDIO 4341,87

REALIZADO POR: JESSENIA KATHERINE BUNAY

Los resultados expresados en el cuadro N° 5,and& determinacion de energia bruta
en Heces de cerdos, cuando la energia entra alisnga parte se elimina por materia
fecal, indicandose que porcién fue absorbida y pddeerminar la digestibilidad de los

nutrientes del pienso, los datos obtenidos soizadibs para la obtencion del coeficiente

de digestibilidad de los métodos de recoleccidal yCenizas Acido Insolubles



3.6. DETERMINACION DEL COEFICIENTE DE DIGESTIBILIDAD
MEDIANTE EL METODO DE RECOLECCION TOTAL

CUADRO N°6. COEFICIENTE DE DIGESTIBILIDAD MEDIANTE EL METODO DE
RECOLECCION TOTAL EN ALIMENTO BALANCEADO CERDOS
DESARROLLO 2. DURANTE CINCO DIAS DE RECOLECCION. EN
CUATRO ANIMALES DE EXPERIMENTACION. DEPARTAMENTO DE
INVESTIGACION Y ASEGURAMIENTO DE CALIDAD. PROCESADO RA
NACIONAL DE ALIMENTOS CA. PRONACA. QUEVEDO. MARZO D EL

2010.
FECHA N° DE CERDO COEFICIENTE
DIGESTIBILIDAD
(%)
15-mar-10 3A 90,94%
15-mar-10 3A 91,12%
15-mar-10 3A 91,03%
15-mar-10 6A 89,94%
15-mar-10 6 A 89,85%
15-mar-10 6 A 89,89%
15-mar-10 9A 86,03%
15-mar-10 9A 86,62%
15-mar-10 9A 86,33%
15-mar-10 11 A 90,23%
15-mar-10 11 A 90,84%
15-mar-10 11 A 90,53%
PROMEDIO 89,45%

REALIZADO POR: JESSENIA KATHERINE BUNAY

Los resultados expresados en el cuadro N° 6, reess el porcentaje del coeficiente de
digestibilidad en alimento balanceado cerdos dedar? aplicando el método de
recoleccion total, el promedio de digestibilidad @&s 89,45% indicando que los



nutrientes del alimento balanceado son aprovecheagisen su totalidad en cerdos de
Genética PIC.

3.7. DETERMINACION DEL COEFICIENTE DE DIGESTIBILIDAD
MEDIANTE EL METODO CENIZAS ACIDO INSOLUBLES.
ALTERNATIVA 1 (SHRIVASTAVA AND TALAPATRA -1962) HCI
CONCENTRADO.

CUADRO N°7. COEFICIENTE DE DIGESTIBILIDAD MEDIANTE EL METODO CENIZAS
ACIDO INSOLUBLES. ALTERNATIVA 1 (SHRIVASTAVA AND
TALAPATRA -1962) EN ALIMENTO BALANCEADO CERDOS
DESARROLLO 2 EN CUATRO ANIMALES DE EXPERIMENTACION.
DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION Y ASEGURAMIENTO DE
CALIDAD. PROCESADORA NACIONAL DE ALIMENTOS CA. PRON ACA.
QUEVEDO. MARZO DEL 2010.

FECHA MUESTRA COEFICIENTE
DIGESTIBILIDAD (%)

28/03/2010 3A 74,98
28/03/2010 3A 75,37
28/03/2010 3A 74,88
28/03/2010 6A 69,53
28/03/2010 6A 70,18
28/03/2010 6 A 62,51
28/03/2010 9A 62,48
28/03/2010 9A 64,36
28/03/2010 9A 63,03
28/03/2010 11A 68,85
28/03/2010 11 A 68,88
28/03/2010 11A 69,08

PROMEDIO 68,68

REALIZADO POR: JESSENIA KATHERINE BUNAY

Los resultados expresados en el cuadro N° 7,geptan el porcentaje del coeficiente de
digestibilidad en alimento balanceado cerdos dekar? aplicando la alternativa 1 del

método de cenizas &cido insolubles seguin Shrivast@alapatra -1962 utilizando Acido



Clorhidrico concentrado, dichos datos no son aim@dl a los obtenidos a través del
Método de Recoleccion Total, el coeficiente de slipdidad obtenido por CAI
Alternativa 1 (SHRIVASTAVA Y TALAPATRA -1962) es 688% este es muy inferior
con respecto a 89,45% (MRT).

M Recoleccion Total

H CAl-Alternativa 1

Coeficiente de Digestibilidad (%)

3A 6A 9A 11A
N° de Animal de Experimentacion

REALIZADO POR: JESSENIA KATHERINE BUNAY

GRAFICO No. 2. DETERMINACION DEL COEFICIENTE DE DIGESTIBILIDAD EN
PORCENTAJE A TRAVES DEL METODO DE RECOLECCION TOTAL Y
EL METODO DE CENIZAS ACIDO INSOLUBLES ALTERNATIVA 1
(SHRIVASTAVA AND TALAPATRA -1962) EN ALIMENTO BALAN CEADO
CERDOS DESARROLLO 2 EN CUATRO ANIMALES DE
EXPERIMENTACION. DPTO. DE INVESTIGACION Y ASEGURAMIENTO
DE CALIDAD. PRONACA. QUEVEDO. MARZO 2010.

En el gréfico 2, se representan los resultados prom edios de
la determinacioén del coeficiente de digestibilidad en
alimento balanceado Cerdos Desarrollo 2 en cada uno de los

animales de experimentacion.

Analizando los resultados del grafico 2, se puede

establecer que el método CIA Alternativa 1 presenta valores
de Digestibilidad inferiores en relacién a los obte nidos a
través del método de referencia (RT), los resultado s

exhiben diferencias significativas.



3.8. DETERMINACION DEL COEFICIENTE DE DIGESTIBILIDAD
MEDIANTE EL METODO CENIZAS ACIDO INSOLUBLES.
ALTERNATIVA 2 (VOGTMANN-1975) HCI 4 N.

CUADRO N°8. COEFICIENTE DE DIGESTIBILIDAD MEDIANTE EL METODO CENIZAS
ACIDO INSOLUBLES. ALTERNATIVA 2 (VOGTMANN-1975) EN
ALIMENTO BALANCEADO CERDOS DESARROLLO 2 EN CUATRO
ANIMALES DE EXPERIMENTACION. DEPARTAMENTO DE
INVESTIGACION Y ASEGURAMIENTO DE CALIDAD. PROCESADO RA
NACIONAL DE ALIMENTOS CA. PRONACA. QUEVEDO. ABRIL D EL

2010.
FECHA | MUESTRA COEFICIENTE
DIGESTIBILIDAD (%)
10/04/2010 3A 90,60
10/04/2010 3A 90,17
10/04/2010 3A 90,78
10/04/2010 6A 88,02
10/04/2010 6A 88,69
10/04/2010 6A 88,02
10/04/2010 9A 86,27
10/04/2010 9A 86,61
10/04/2010 9A 86,59
10/04/2010 11A 87,89
10/04/2010 11A 87,54
10/04/2010 11A 87,18
88,20
PROMEDIO

REALIZADO POR: JESSENIA KATHERINE BUNAY

Analizando los resultados del cuadro N° 8, apreomque el Método Cenizas Acido
Insolubles Alternativa 2 (VOGTMANN-1975) presenta coeficiente de digestibilidad
promedio de 88,20 superior al CAl Alternativa 1 EMASTAVA Y TALAPATRA -



1962), dandonos una idea que la alternativa 2 pi@san mejor porcentaje de
digestibilidad.

91,03 90,51 89,89 gg o4

90,53 g754

86,39 86,49

H Recoleccion
Total
H CAl Alterntiva 1

i CAl Alternativa 2

Coeficiente de Digestibilidad (%)

3A 6A 9A 11A
N° de Animal de Experimentacion

REALIZADO POR: JESSENIA KATHERINE BUNAY

GRAFICO No. 3. DETERMINACION DEL COEFICIENTE DE DIGESTIBILIDAD EN
PORCENTAJE A TRAVES DEL METODO DE RECOLECCION TOTAL Y
EL METODO DE CENIZAS ACIDO INSOLUBLES ALTERNATIVA 1
(SHRIVASTAVA Y TALAPATRA -1962) Y ALTERNATIVA 2
(VOGTMANN-1975) EN  ALIMENTO BALANCEADO CERDOS
DESARROLLO 2 EN CUATRO ANIMALES DE EXPERIMENTACION.
DPTO. DE INVESTIGACION Y ASEGURAMIENTO DE CALIDAD.
PRONACA. QUEVEDO. ABRIL 2010.

En el gréfico 3, se representa los resultados prome dios de
la determinacién del coeficiente den digestibilidad en
alimento balanceado Cerdos Desarrollo 2, a través d e tres

métodos de analisis.

Analizando los resultados del grafico3, se puede es tablecer
gue los métodos de Recoleccion Total y CAl Alternat iva 2
muestran valores similares, resultados que ademas s on

estadisticamente son significativos.



3.9. DETERMINACION DEL COEFICIENTE DE DIGESTIBILIDAD
MEDIANTE EL METODO CENIZAS ACIDO INSOLUBLES
ALTERNATIVA 3 (J. VAN KEULEN Y YOUNG-1977).

CUADRO N° 9. QOEFICIENTE DE DIGESTIBILIDAD MEDIANT E EL METODO CENIZAS
ACIDO INSOLUBLES ALTERNATIVA 3 (J. VAN KEULEN AND Y OUNG-
1977) EN ALIMENTO BALANCEADO CERDQS DESARROLLO 2 EN
CUATRO ANIMALES DE EXPERIMENTACION. DEPARTAMENTO DE
INVESTIGACION Y ASEGURAMIENTO DE CALIDAD. PROCESADO RA
gél%l'ONAL DE ALIMENTOS CA. PRONACA. QUEVEDO. ABRIL D EL

FECHA | MUESTRA COEFICIENTE
DIGESTIBILIDAD (%)

25/04/2010 3A 88,73
25/04/2010 3A 88,71
25/04/2010 3A 88,88
25/04/2010 6A 86,98
25/04/2010 6A 86,89
25/04/2010 6A 86,77
25/04/2010 9A 84,24
25/04/2010 9A 84,35
25/04/2010 9A 84,71
25/04/2010 11A 88,26
25/04/2010 11A 88,27
25/04/2010 11A 88,01

PROMEDIO 87,07

REALIZADO POR: JESSENIA KATHERINE BUNAY

Examinando los resultados obtenidos en el cuadr®,Nverificamos que el Método
Cenizas Acido Insolubles Alternativa 3 (J. VAN KEEN AND YOUNG-1977)
presenta un coeficiente de digestibilidad prome@i®7,07 superior al CAl Alternativa 1
(SHRIVASTAVA Y TALAPATRA -1962), pero inferior al Mtodo CAI Alternativa 2
(VOGTMANN-1975) dandonos una idea que la altermat® presenta un mejor



porcentaje de digestibilidad, con respecto a las #lternativas del Método Cenizas

Acido Insolubles.

91,03 90.51g377 989 8824 90,53 88,18
’ . 78688 8639  86,4984,44 87,54 °%

M Recoleccion

Total
M CAl Alternativa

1
i CAl Alternativa

2
H CAl Alternativa

3

Coeficiente de Digestibilidad (%)

3A 6A 9A 11A

N° de Animal de Experimentacion

REALIZADO POR: JESSENIA KATHERINE BUNAY

GRAFICO No. 4. DETERMINACION DEL COEFICIENTE DE DIGESTIBILIDAD EN
PORCENTAJE A TRAVES DEL METODO DE RECOLECCION TOTAL Y
EL METODO DE CENIZAS ACIDO INSOLUBLES ALTERNATIVA 1
(SHRIVASTAVA Y TALAPATRA -1962), ALTERNATIVA 2 (VOG TMANN-
1975) Y ALTERNATIVA 3 (J. VAN KEULEN AND YOUNG-1977 ) EN
ALIMENTO BALANCEADO CERDOS DESARROLLO 2 EN CUATRO
ANIMALES DE EXPERIMENTACION. DPTO. DE INVESTIGACION Y
ASEGURAMIENTO DE CALIDAD. PRONACA. QUEVEDO. MARZO 2 010.

En el gréfico 4, se representa los resultados prome dios de
la determinacioén del coeficiente den digestibilidad en
alimento balanceado Cerdos Desarrollo 2 de los cuat ro

animales de experimentacion, a través del Método de
Recoleccion Total y las tres alternativas del Métod 0
Cenizas Acido Insolubles.

Analizando los resultados del grafico 4, se puede
establecer que los métodos de Recoleccion Total y C Al
Alternativa 2, asi como CAl Alternativa 3 muestran valores



similares, los cuales ademas muestran que los resul tados no

presentan diferencias estadisticamente significativ as.

3.10. DETERMINACION DE LOS PARAMETROS DE VALIDACION, A
TRAVES DE LA COMPARACION DEL METODO ESTABLECIDO
METODO DE RECOLECCION TOTAL CON LAS TRES
ALTERNATIVAS DEL METODO CENIZAS ACIDO INSOLUBLES.

3.10.1.DETERMINACION DEL PARAMETRO DE  VALIDACION:
INCERTIDUMBRE DE RESULTADOS

CUADRO N°10. INCERTIDUMBRE DE LOS RESULTADOS DEL C OEFICIENTE DE
DIGESTIBILIDAD (%), COMPARANDO EL METODO DE RECOLE CCION
TOTAL CON EL METODO DE CENIZAS ACIDO INSOLUBLES
ALTERNATIVA 1 (SHRIVASTAVA AND TALAPATRA -1962).
DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION Y ASEGURAMIENTO DE
CALIDAD. PRONACA. QUEVEDO. ABRIL DEL 2010.

# ANIMAL | RECOLECCION CAl %U
TOTAL ALTERNATIVA 1
3A 90,94 74,98 22,57
3A 91,12 75,37 22,27
3A 91,03 74,88 22,84
6A 89,94 69,53 28,86
6A 89,85 70,18 27,82
6A 89,89 62,51 38,72
9A 86,03 62,48 33,31
9A 86,82 64,36 31,76
9A 86,33 63,03 32,95
11A 90,23 68,85 30,23




11A 90,84 68,88 31,05
11A 90,53 69,08 30,34
PROMEDIO 29,39

REALIZADO POR: JESSENIA KATHERINE BUNAY

CUADRO N°11. INCERTIDUMBRE DE LOS RESULTADOS DEL C OEFICIENTE DE
DIGESTIBILIDAD (%), COMPARANDO EL METODO DE RECOLE CCION
TOTAL CON EL METODO DE CENIZAS ACIDO INSOLUBLES
ALTERNATIVA 2 (VOGTMANN-1975). DEPARTAMENTO DE
INVESTIGACION Y ASEGURAMIENTO DE CALIDAD. PRONACA.
QUEVEDO. ABRIL DEL 2010.

# ANIMAL | RECOLECCION CAl %U
TOTAL ALTERNATIVA 2

3A 90,94 90,60 0,48
3A 91,12 90,17 1,35
3A 91,03 90,78 0,35
6A 89,94 88,02 2,71
6A 89,85 88,69 1,65
6A 89,89 88,02 2,64
9A 86,03 86,27 0,34
9A 86,82 86,61 0,30
9A 86,33 86,59 0,36
11A 90,23 87,89 3,30
11A 90,84 87,54 4,67
11A 90,53 87,18 4,74
PROMEDIO 1,91

REALIZADO POR: JESSENIA KATHERINE BUNAY



CUADRO N°12. INCERTIDUMBRE DE LOS RESULTADOS DEL C OEFICIENTE DE
DIGESTIBILIDAD (%), COMPARANDO EL METODO DE RECOLE CCION
TOTAL CON EL METODO DE CENIZAS ACIDO INSOLUBLES
ALTERNATIVA 3 (J. VAN KEULEN AND YOUNG-1977). DEPAR TAMENTO
DE INVESTIGACION Y ASEGURAMIENTO DE CALIDAD. PRONAC A.
QUEVEDO. ABRIL DEL 2010.

# ANIMAL | RECOLECCION CIA %U
TOTAL ALTERNATIVA 3

3A 90,94 88,73 3,13
3A 91,12 88,71 3,40
3A 91,03 88,88 3,05
6A 89,94 86,98 4,18
6A 89,85 86,89 4,19
6A 89,89 86,77 4,41
9A 86,03 84,24 2,53
9A 86,82 84,35 3,50
9A 86,33 84,71 2,29
11A 90,23 88,26 2,78
11A 90,84 88,27 3,64
11A 90,53 88,01 3,57
PROMEDIO 3,39

REALIZADO POR: JESSENIA KATHERINE BUNAY

Analizando los resultados de los cuadros N° 10,1M° N° 12, apreciamos que el
porcentaje de incertidumbre en el Método Cenizagldddnsolubles Alternativa 2
(VOGTMANN-1975) presenta un promedio de 1,91% tredenente inferior al CAI

Alternativa 3 (J. VAN KEULEN AND YOUNG-1977) y presta una diferencia muy



significativa con el Método CAI Alternativa 1 (SHWRASTAVA Y TALAPATRA -
1962), dandonos una idea que la alternativa 2 pi@seesultados con menor
incertidumbre comparados con el método estableRiflodicho valor esta dentro de los

parametros designados segun la norma INEN-ISO/IET23:2000 (U<15%), aplicada
en la validacion.

M Incertidumbre
()

Incerticumbre (%)
|
!
|
|
|
|
|
|
|
{
/
/
|
|
|

ALT 3

Alternativas Método Cenizas Acido Insolubles

REALIZADO POR: JESSENIA KATHERINE BUNAY

GRAFICO No.5. DETERMINACION DE INCERTIDUMBRE DE L OS RESULTADOS DE
COEFICIENTE DE DIGESTIBILIDAD A TRAVES DE LA COMPAR ACION
DEL METODO DE RECOLECCION TOTAL CON CADA UNA DE LA S
ALTERNATIVAS DEL METODO DE CENIZAS ACIDO INSOLUBLES
ALTERNATIVA 1 (SHRIVASTAVA Y TALAPATRA -1962), ALTE RNATIVA
2 (VOGTMANN-1975) Y ALTERNATIVA 3 (J. VAN KEULEN AN D YOUNG-
1977). DPTO. DE INVESTIGACION Y ASEGURAMIENTO DE CALIDAD.
PRONACA. QUEVEDO. MARZO 2010.

En el grafico 5, se representa los resultados prome dios de
la determinacion de Incertidumbre de los Resultados de
coeficiente de digestibilidad, a través de la compa racion
de los resultados del Método de Recoleccion Total y las
tres alternativas del Método Cenizas Acido Insolubl es.

Analizando los resultados del grafico 5, se puede
establecer que el Método de CAI Alternativa 2 (Vogt mann-



1975) los métodos de Recoleccion Total y CAl Alter nativa
2, asi como CAl Alternativa 3 muestran valores simi lares,
los cuales demuestran que los resultados no present an

diferencias significativas.

3.10.2.DETERMINACION DEL PARAMETRO DE  VALIDACION:
EXACTITUD.

CUADRO N°13. EXACTITUD OBTENIDA DE LOS RESULTADOS DE COEFICIENTE DE
DIGESTIBILIDAD (%), DE EL METODO DE CENIZAS ACIDO
INSOLUBLES ALTERNATIVA 1 (SHRIVASTAVA AND TALAPATRA -
1962) FRENTE AL METODO DE RECOLECCION. DEPARTAMENTO DE
INVESTIGACION Y ASEGURAMIENTO DE CALIDAD. PRONACA.
QUEVEDO. MAYO DEL 2010.

# RT CIA altl %Recuperacion
ANIMAL

3A 90,94 74,98 82,45
3A 91,12 75,37 82,72
3A 91,03 74,88 82,26
6A 89,94 69,53 77,31
6A 89,85 70,18 78,11
6A 89,89 62,51 69,55
9A 86,03 62,48 72,62
9A 86,82 64,36 74,13
9A 86,33 63,03 73,01
11A 90,23 68,85 76,31
11A 90,84 68,88 75,83
11A 90,53 69,08 76,30

PROMEDIO 76,72

REALIZADO POR: JESSENIA KATHERINE BUNAY

Analizando los resultados del cuadro N° 13, apreolos valores de exactitud que esta
dados por el porcentaje de recuperacién segunrtaantNEN-ISO/IEC 17025:2000, el



promedio de Exactitud obtenida en el método ClALakk través de la comparacién con
el método de referencia RT, es de 76,72% sierldovamente bajo a lo establecido en
la normativa aplicada, considerando que un métaslee texactitud con otro con un

porcentaje de recuperacion del 95 al 105 % ewsteds niveles.

CUADRO N°14. EXACTITUD OBTENIDA DE LOS RESULTADOS DE COEFICIENTE DE
DIGESTIBILIDAD (%), DEL METODO DE CENIZAS ACIDO INS OLUBLES
ALTERNATIVA 2 (VOGTMANN-1975) COMPARANDO CON EL MET ODO
DE RECOLECCION TOTAL. DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION Y
ASEGURAMIENTO DE CALIDAD. PRONACA. QUEVEDO. ABRIL D EL

2010.
# RT CIA alt2 %Recuperacion
ANIMAL

3A 90,94 90,60 99,62
3A 91,12 90,17 98,95
3A 91,03 90,78 99,73
6A 89,94 88,02 97,87
6A 89,85 88,69 98,70
6A 89,89 88,02 97,92
9A 86,03 86,27 100,28
9A 86,82 86,61 99,76
9A 86,33 86,59 100,30
11A 90,23 87,89 97,41
11A 90,84 87,54 96,37
11A 90,53 87,18 96,30
PROMEDIO 98,60

REALIZADO POR: JESSENIA KATHERINE BUNAY

Analizando los resultados del cuadro N° 14, obseos los valores de exactitud,
calculando el porcentaje de recuperacion del MétGtb alt 2 frente al Método de
referencia (RT), dandonos un promedio de 98,60%haodivalor esta dentro de los
parametros designados segun la norma INEN-ISO/IEG23:2000 (95 al 105%),



aplicada en la validacion, los valores obtenidas sdemuestran que el método CIA alt 2,
presentan mayor similitud con los resultados obtenien el método de Recoleccion
Total.

CUADRO N°15. EXACTITUD OBTENIDA DE LOS RESULTADOS DE COEFICIENTE DE
DIGESTIBILIDAD (%), DEL METODO DE CENIZAS ACIDO INS OLUBLES
ALTERNATIVA 3 (J. VAN KEULEN AND YOUNG-1977) COMPA RANDO
CON EL METODO DE RECOLECCION TOTAL. DEPARTAMENTO DE
INVESTIGACION Y ASEGURAMIENTO DE CALIDAD. PRONACA.
QUEVEDO. ABRIL DEL 2010.

# RT CIA alt3 %Recuperacion
ANIMAL

3A 90,94 88,73 97,57
3A 91,12 88,71 97,36
3A 91,03 88,88 97,63
6A 89,94 86,98 96,71
6A 89,85 86,89 96,71
6A 89,89 86,77 96,53
9A 86,03 84,24 97,92
9A 86,82 84,35 97,15
9A 86,33 84,71 98,13
11A 90,23 88,26 97,82
11A 90,84 88,27 97,17
11A 90,53 88,01 97,21

PROMEDIO 97,33

REALIZADO POR: JESSENIA KATHERINE BUNAY

Analizando los resultados del cuadro N° 15, apmecslos valores de exactitud, dados
por el porcentaje de recuperacion, dichos valotenidos (97,33% promedio) de la
comparacion del Método CIA alt 3 con el métodoeaferencia (RT), nos dan la idea que
los datos obtenidos son similares, ademas de lfirroacion de los limites de la

normativa INEN-ISO/IEC 17025:2000 (exactitud dél & 105%) sin embargo estos



valores se encuentran por debajo de los resul@del@xactitud obtenidos en el Método
CIA alt 2.
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REALIZADO POR: JESSENIA KATHERINE BUNAY

GRAFICO No. 6. DETERMINACION DE EXACTITUD DE LOS RESULTADOS DE
COEFICIENTE DE DIGESTIBILIDAD DE LOS METODOS CENIZA
INSOLUBLE EN ACIDO (ALT1, ALT2, ALT3) FRENTE AL MET ODO DE
REFERENCIA (RECOLECCION TOTAL). DPTO. DE INVESTIGAC ION Y
ASEGURAMIENTO DE CALIDAD. PRONACA. QUEVEDO. MARZO 2 010.

En el grafico 6, representa los resultados promedio sdela
determinacion de EXACTITUD de los Resultados de coe ficiente
de digestibilidad, de la comparacion de las tres

alternativas del Método Cenizas Insolubles en Acido con el
Método de Referencia (Recoleccion Total) aplicado e n el
laboratorio de PRONACA Quevedo.

Analizando los resultados del grafico 6, se puede
establecer que el Método de CAI Alternativa 2 (Vogt mann-
1975), presenta mayor exactitud en sus resultados c on los

del método de Recoleccion Total.



3.10.3.DETERMINACION DEL PARAMETRO DE VALIDACION:
REPETIBILIDAD.

CUADRO N°16. REPETIBILIDAD OBTENIDA DE LOS RESULTA DOS DE COEFICIENTE
DE DIGESTIBILIDAD (%), DEL METODO DE CENIZAS ACIDO
INSOLUBLES ALTERNATIVA 1 (SHRIVASTAVA AND TALAPATRA -
1962) FRENTE AL METODO DE RECOLECCION TOTAL.
DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION Y ASEGURAMIENTO DE
CALIDAD. PRONACA. QUEVEDO. MAYO DEL 2010.

# % Digestibilidad REPETIBILIDAD

ANIMAL | RECOLECCION | CIAALT 1 (%) cv
TOTAL

3 90,94 74,98 13,60
3 91,12 75,37 13,38
3 91,03 74,88 13,77
6 89,94 69,53 18,10
6 89,85 70,18 17,38
6 89,89 62,51 25,40
9 86,03 62,48 22,43
9 86,82 64,36 21,01
9 86,33 63,03 22,06
11 90,23 68,85 19,00
11 90,84 68,88 19,44
11 90,53 69,08 19,01
PROMEDIO 18,71

REALIZADO POR: JESSENIA KATHERINE BUNAY

Analizando los resultados del cuadro N° 16, veaifios que los valores de Repetibilidad
obtenidos entre la comparaciéon del método CIA Altdh el método de referencia

(Recolecciéon Total), estan fuera del criterio depaacion (c.vw< 2%) segun la norma



INEN-ISO/IEC 17025:2000, el promedio de Repetilsitides de 18,71% siendo muy

superior al limite de aceptacion.

CUADRO N°17. REPETIBILIDAD OBTENIDA DE LOS RESULTA DOS DE COEFICIENTE
DE DIGESTIBILIDAD (%), DEL METODO DE CENIZAS ACIDO
INSOLUBLES ALTERNATIVA 2 (VOGTMANN-1975) COMPARANDO
CON EL METODO DE RECOLECCION TOTAL. DEPARTAMENTO DE
INVESTIGACION Y ASEGURAMIENTO DE CALIDAD. PRONACA.
QUEVEDO. ABRIL DEL 2010.

# % Digestibilidad REPETIBILIDAD

ANIMAL | RECOLECCION | CIA ALT 2 (%)
TOTAL

3 90,94 90,60 0,27
3 91,12 90,17 0,74
3 91,03 90,78 0,19
6 89,94 88,02 1,52
6 89,85 88,69 0,92
6 89,89 88,02 1,49
9 86,03 86,27 0,20
9 86,82 86,61 0,17
9 86,33 86,59 0,21
11 90,23 87,89 1,85
11 90,84 87,54 2,62
11 90,53 87,18 2,67
PROMEDIO 1,07

REALIZADO POR: JESSENIA KATHERINE BUNAY

Analizando los resultados del cuadro N° 17, apmogque los valores obtenidos de
Repetibilidad del método CIA Alt 2 mediante la cargrion de los resultados del
coeficiente de digestibilidad con los resultadoseoilos del Método de Referencia
Recoleccion Total, estan dentro del criterio deptmon (c.v< 2%) segun la norma

INEN-ISO/IEC 17025:2000, el promedio obtenido e87%, siendo el coeficiente de
variacion el parametro estadistico utilizado comit®iGo de aceptacion del parametro de

validacion.



CUADRO N°18.  REPETIBILIDAD OBTENIDA DE LOS RESULTA DOS DE COEFICIENTE
DEL METODO DE CENIZAS ACIDO
INSOLUBLES ALTERNATIVA 3 (J. VAN KEULEN AND YOUNG-1 977)
COMPARANDO CON EL METODO DE RECOLECCION TOTAL.
INVESTIGACION Y ASEGURAMIENTO DE

DE DIGESTIBILIDAD (%),

DEPARTAMENTO DE
CALIDAD. PRONACA. QUEVEDO. ABRIL DEL 2010.

# % Digestibilidad REPETIBILIDAD
ANIMAL | RECOLECCION | CIA ALT 3 (%)
TOTAL
3 90,94 88,73 1,74
3 91,12 88,71 1,89
3 91,03 88,88 1,69
6 89,94 86,98 2,36
6 89,85 86,89 2,37
6 89,89 86,77 2,50
9 86,03 84,24 1,48
9 86,82 84,35 2,04
9 86,33 84,71 1,34
11 90,23 88,26 1,56
11 90,84 88,27 2,03
11 90,53 88,01 2,00
PROMEDIO 1,92
REALIZADO POR: JESSENIA KATHERINE BUNAY
Analizando los resultados del cuadro N° 18,

REPETIBILIDAD, determinados por el coeficiente dariacion, de la comparacion del
método CIA alt3 con el método de recoleccion Ta@lpbtiene un promedio de 1,92% el
cual se encuentra dentro del criterio de acepta@don< 2%) segun la norma INEN-
ISO/IEC 17025:2000, sin embargo el % obtenido eviétbdo CIA Alt2 es mejor ya que

es ligeramente inferior.

aprecg los valores de
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REALIZADO POR: JESSENIA KATHERINE BUNAY

GRAFICO No. 7. DETERMINACION DE REPETIBILIDAD DE L OS RESULTADOS DE
COEFICIENTE DE DIGESTIBILIDAD DE LOS METODOS CENIZA
INSOLUBLE EN ACIDO (ALT1, ALT2, ALT3) FRENTE AL MET ODO DE
REFERENCIA (RECOLECCION TOTAL). DPTO. DE INVESTIGAC ION Y
ASEGURAMIENTO DE CALIDAD. PRONACA. QUEVEDO. MARZO 2 010.

En el grafico 7, se representa los resultados prome dios de
la determinacién de REPETIBILIDAD de los Resultados de
coeficiente de digestibilidad, de la comparacién de las

tres alternativas del Método Cenizas Insolubles en Acido
con el Método de Referencia (Recoleccién Total) apl icado en
el laboratorio de PRONACA Quevedo. Siendo el Método CAl
Alternativa 2 (Vogtmann-1975), el que presenta mas bajo el
Coeficiente de Variacion, un promedio de 1,07, esta ndo
dentro de los parametros para la validacion (segun segun la

norma INEN-ISO/IEC 17025:2000).



3.10.4.DETERMINACION DEL PARAMETRO DE VALIDACION: LIMITED E

DETECCION.

CUADRO N°19. LIMITE DE DETECCION OBTENIDA DE LOS R ESULTADOS DEL
PORCENTAJE DE CENIZAS INSOLUBLES EN ACIDO APLICADO EN
METODOS CIA. DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION Y
ASEGURAMIENTO DE CALIDAD. PRONACA. QUEVEDO. ABRIL D EL

2010.
METODOS | % CENIZAS LIMITE DE
CIA INSOLUBLES | DETECCION
ALT1 0,01198 0,01267
ALT 2 0,01175 0,01186
ALT 3 0,01178 0,01263

REALIZADO POR: JESSENIA KATHERINE BUNAY

Analizando los resultados del cuadro N° 19, aprecs los valores de Limite de
Deteccion, determinados a partir del andlisis thetdo (% cenizas insolubles en acido),
en cada una de las Alternativas del Método de @erirsolubles en acido, los limites de
deteccion obtenidos se encuentran dentro del ioritk® aceptacion segun la norma
INEN-ISO/IEC 17025:2000, que es < 0,1%, sin embagighlétodo CIA Alternativa 2
VOGTMANN-1975, presenta el Limite de Deteccidon mas inferior, stemig mejor

aceptacion.

3.10.5DETERMINACION DEL PARAMETRO DE VALIDACION:

ESPECIFICIDAD.

CUADRO N°20. ESPECIFICIDAD OBTENIDA DE LOS RESULTA DOS DEL PORCENTAJE
DE CENIZAS INSOLUBLES EN ACIDO APLICADO EN METODOS CIA.
DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION Y ASEGURAMIENTO DE
CALIDAD. PRONACA. QUEVEDO. ABRIL DEL 2010.

Método #crisol | peso Peso Peso % ceniza
Cenizas crisol | muestra | (mc+c) insoluble
Acido INTERFERENCIA
Insolubles

Alternativa 1 60 35,5807 | 0,8462 | 35,5808 0,01182
90 33,9021 | 0,8236 | 33,9022 0,01214

Alternativa 2 7 28,4390 | 0,8530 | 28,4391 0,01172
130 | 25,8330 | 0,8491 | 25,8331 0,01178




Alternativa 3 15 29,1714 | 0,8346 | 29,1715 0,01198
4 26,2737 | 0,8634 | 26,2738 0,01158

REALIZADO POR: JESSENIA KATHERINE BUNAY

Analizando los resultados del cuadro N° 20, apmecglos valores de interferencia en el
andlisis que van a determinar la ESPECIFICIDAD uh&todo, determinados por el

porcentaje de ceniza insoluble en acido del palped tuantitativo (analisis de blanco)

en cada una de las Alternativas del Método de @srlizsolubles en Acido, verificamos
que el valor promedio es de 0,01 el cual esta ddos criterios de tolerancia segun la
norma INEN-ISO/IEC 17025:2000, que es < 0,1%, hdidse formadas la cenizas
insolubles en acido por minerales no digestiblesacel silice, o bien por minerales que
se encuentran formando compuestos muy estables.vBkir es el conocimiento que

tenemos de interferencia por parte del papel fdtrantitativo.

CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES

1. La digestibilidad del Alimento Balanceado Cerdoss@eollo 2, determinada
mediante el método de Cenizas Acido Insolublesridtiiva, Shrivastava y
Talapatra -1962, utilizando Acido Clorhidrico contado, Alternativa



Vogtmann-1975, utilizando Acido Clorhidrico 2 N, lg Alternativg J. Van
Keulen y Young-1977, utilizando Acido Clorhidrico M, poseen entre si
diferencias en el coeficiente de digestibilidadjiselos resultados expresados en
los cuadros N° 7, N° 8 y N° 9; encontrandose qualfarnativa 2 es la que
presenta mayor semejanza con respecto al métodefelencia Recoleccion
Total (Adeola O.), segun el cuadro N° 6, obteniendo promedio en el
coeficiente de digestibilidad de 89,45%, datos spiencuentran analizados en el
Grafico N° 4.

. Los resultados del pardmetro de validacion Incemioke en las mediciones
expresados en los cuadros N° 10, N° 11 y N° 12adetdes alternativas del
método cenizas acido insolubles frente al métod&elleccion Total, indican

qgue para la determinacion del Coeficiente de Digiisad se debe aplicar la

Alternativa 2, debido al menor porcentaje de imtemficia que presenta en los
resultados demostrando que cumple con el parardetk@lidacion al tener baja
dispersion de sus valores. Tal motivo se debe anquexiste en el método de
andlisis pre incineracion de la muestra, donde recperdida del material

incinerado, comparacion realizada en el GraficdN°

La exactitud obtenida entre la comparacion derdssiltados del Método CIA
Alternativa 1 con los de Recoleccion Total fuer@job, estos se determinaron a
través del porcentaje de recuperacion obteniéndos@romedio de 76,72%,
estando fuera del limite inferior del parametrowddidacion segun la norma
INEN-ISO/IEC 17025:2000, en la comparacion con étado CIA Alternativa 2
con el método de Recoleccion Total, se obtiene omcemtaje promedio de
98,60%, datos expresados en el cuadro N° 14 lagomeiestra la cercania de los
resultados obtenidos en el analisis, sin embargla eemparacion del método
CIA Alternativa 3 con el método de Recoleccién Tt obtiene un porcentaje
de recuperacion del 97,33% estando también den&olod limites de

especificacion, datos analizados en la Grafica.N° 6



4. Los datos promedios del parametro de validaciénefafidad, presentados en
los cuadros N° 16, N° 17 y N° 18 de las difereratternativas, dejan ver la
proximidad entre los resultados obtenidos en ebd®eCIA Alternativa 2 frente
al método de referencia Recoleccion Total realigdidgo las mismas condiciones
de medicién, parametro valorado a través del deetie de variacion, siendo el
promedio 1,07% de la Alternativa 2, cumpliendo danespecificacion de la
norma INEN-ISO/IEC 17025, analisis realizado eftafica N° 7.

5. Los valores del parametro limite de deteccion dealéernativas del método de
Cenizas Acido Insolubles expresadas en el cuadr@9\%on constantes en los
tres métodos obteniendo datos de 0,01% de cenmrsdubles en acido,
cumpliendo con la aportacion maxima de cenizaslubses del papel filtro
cuantitativo (Whatman No. 41) determinado a traglék andlisis de muestras
blanco en las diferentes alternativas, cumpliendo el criterio de la norma
INEN-ISO/IEC 17025, que indica que el Limite de &mtion para validar un

método de analisis debe ser < 0,1% del analito.

6. La especificidad presentada entre las diferentesnativas del método CIA, esté
dada por la determinacion de la interferencia quexdp existir en un compuesto
que aporte el analito a valorarse, los cuales sarrales no digestibles como el
silice, o bien por minerales que se encuentran dodm compuestos muy
estables. En el cuadro N° 20 se presenta el vpler aporta el papel filtro
cuantitativo, y que va a interferir en la espewfa del método, sin embargo el

valor obtenido dentro de lo tolerado segun la naapiecada en la validacion.

7. Se ha implementado el método de andlisis Deterndinade Cenizas Acido
Insolubles, a través de la AlternativaV®GTMANN-1975, utilizando Acido
Clorhidrico 4 N, y sin presentar pre incineraciém ld muestra antes de su
tratamiento acido, por la obtencion de resultadwsilages al método de
referencia Recoleccién Total, y por el cumplimiedlos cinco parametros de
validacion evaluados en el presente trabajo, taahéscrita en el documento NA-
AC15-M50, (Anexo N° 7.



8. Se implement6 el Método de andlisis Cenizas Acidmlubles NA-AC15-M50,
el cual se utiliza como marcador indirecto paraemheinar digestibilidad en
piensos o materias primas de piensos, reemplazalinoh@todo de Recoleccion
Total, reduciendo asi el tiempo y esfuerzo en leerabdon y analisis de las
muestras, con lo cual se disminuye costos en lassiigaciones y se mejora la

calidad de los alimentos.

CAPITULO V

RECOMENDACIONES

En la determinacion de Cenizas Insolubles en aselaebe tener precaucion en el
manejo de reactivos y material de laboratorio, @femontar con los equipos
adecuados de proteccion personal (EPP), teniendoemucuenta el riesgo que
puede existir como salpicaduras y quemaduras poutilzacion del Acido

Clorhidrico.

En el Método de Cenizas Acido Insolubles se ddbarfilas muestras cuando se

encuentran aun calientes, afladiéndole el agudadiest una temperatura adecuada



para que pueda solubilizar todo el contenido ddoagi se siga eliminado en los

enjuagues.

Se debe comprobar la eliminacion completa del aCidohidrico en las cenizas ya
tratadas antes de su incineracion, a través desalnaion de Nitrato de Plata, se
agrega al liquido resultante del enjuague de la stnaie se realiza este
procedimiento hasta que ya no se evidencie la fddnade un precipitado

blanquecino.

Se debe realizar nuevas investigaciones ampliahd@®do de determinacion de
Humedad en materia fecal y establecer el Métodanddisis adecuado. se puede
realizar nuevas investigaciones referentes al Métta Cenizas Acido Insolubles,
para determinar si existen diferencias cuandoieauta muestra seca y cuando la

muestra se la utiliza fresca, con un valor teédedumedad.



CAPITULO VI

6. RESUMEN

Investigacion con el proposito de validar el mét@d#mizas Acido Insolubles (CIA) para
determinar digestibilidad en alimento balanceadonmarandolo con el método de
Recoleccion Total (RT), realizando tres alternatidal Método CIA, con la finalidad de
simplificar procedimientos, reducir la labor y astde diversas determinaciones, se
realizé en la Procesadora Nacional de Alimentos @eAcantén Quevedo.

Con cuatro Cerdos de genética PIC, alimento bataluceé’'Cerdos Desarrollo 27,
muestras de heces fecales obtenidas de la diggstidm equipos como balanza analitica,
estufa y mufla, se investigé de octubre 2009 a n2ayd.

En el método CIA se utilizé diferentes concentraemde HCI, y de pre-incineraciéon de
las muestras, en las tres alternativas, Alternati&hrivastava and Talapatra -1962),
Alternativa 2. (Vogtmann-1975), Alternativa 3. {&n Keulen and Young-1997).

El coeficiente de digestibilidad obtenido por eltot® RT es 89,45%, fue comparado
con el método CIA Alternativa 2, utilizando HCI 4bbhteniéndose un valor de 88,20%;
los valores obtenidos de parametros de validagida eomparacion de los dos métodos,
se hallaron acorde a la norma INEN-ISO/IEC 1702802@bteniendo una Incertidumbre
1,91%, Exactitud 98,60%, Repetibilidad 1,07%, lténide Deteccion 0,01186%,

Especificidad 0,01175%.

El Método CIA Alternativa 2 reduce el tiempo de l@iside 7 a 4 meses y el esfuerzo
en la obtencién de la muestra, ya que se la toraavam por semana, sin realizar una
recoleccion total de heces. Este método es utibzphra desarrollar determinaciones

mas rapidas y precisas de digestibilidad.



SUMARY

This investigation dealt with validating the Insblel Acid Ash to determine digestibility
in the balanced fee as compared to the Total Restmlh Method, to simplify
procedures, reduce labour and costs of differetdrchinations; it was carried out in the

National Food Procesing Plant C.A. of the Queveaiaan.

With four genetic-PIC pigs, balanced feed “Cerdes®rollo 2", fecal samples obtained
from digestion and equipment such as the analyéitarize, stove and muffle the
investigation was carried out from October 2009May 2010. In the CIA method
different HCI concentration and pre-incineratiompdes were used in three alternatives,
Alternative 1 (Shrivastava and Talapatra-1962)fedative 2 (Vogtman-1975) and
Alternative 3 (J. Van Keulen and Young-1997).

The digestibility coefficient obtained by the matlsoRT is 89.45%; it was compared to
the CIA methods, Alternative 2, using HCL 4N, rég a value of 88.20%; the values
obtained of validation parameters as comparedddvtlo methods were according to the
norm INEN-ISO/IEC 17025:2000 with 1,91% uncertajn®8,60% Accuracy, 1,07%
Repeatability, 0,01186% Detection Limit and 0,01%/Specificity.

The CIA method, Alternative 2 reduces the analyisie from 7 to a months and the
sample obtainment effort as it is taken once a weithout carrying out a total fece
collection. This method is usable for developingrencapid and precise digestibility

determinations.
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CAPITULO VIII
8. ANEXOS

ANEXO NO. 01. DETERMINACION DE HUMEDAD EN ALIMENT O BALANCEADO
CERDOS DESARROLLO 2. DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION Y
ASEGURAMIENTO DE CALIDAD. PRONACA. QUEVEDO. FEBRERO DEL 2010

° o . P. Caja +
PRODUCTO N N° |P. Caja P.M MS Humozdad
Lote | Caja | (9) (9) (9)

DESCAERRRDOOL?_O 2 3A 34 1,3838 | 5,0008 5,7908 11,87
DESCAERRRDOOL?_O 2 3A 19 1,3884 | 5,0002 5,8088 11,60
DESCAERRRDOOL?_O 2 3A 436 | 1,3243 | 5,0006 5,7395 11,71
DESCAERRRDO?_?_O 2 6A 222 | 1,3875 | 5,0008 5,8086 11,59
DESCAERRRD(?LSLO 2 6A 237 | 1,3610 | 5,0008 5,7906 11,42
DESCAERRRD(?LSLO 2 6A 789 | 1,3089 | 5,0004 5,7303 11,58
DESCAERRRD(?LSLO 2 9A 3 1,4023 | 5,0004 5,8213 11,63
DESCAERRRD(?LSLO 2 9A 164 | 1,3874 | 5,0002 5,8046 11,66
DESCAERRRD(?LSLO 2 9A 675 | 1,3657 | 5,0003 5,7844 11,63
DESCAERRRD(?LSLO 2 11A 85 1,4096 | 5,0003 5,8161 11,88
DESCAERRRDOOL?_O 2 11A 71 1,4112 | 5,0002 5,8187 11,85
DESCAERRRDOOL?_O 2 11A 678 | 1,4657 | 5,0009 5,8732 11,87

PROMEDIO 11,69

ANEXO NO. 02. DETERMINACION DE HUMEDAD EN HECES DE CERDOS CUANDO
INGIRIERON ALIMENTO BALANCEADO CERDOS DESARROLLO 2. DEPARTAMENTO DE
INVESTIGACION Y ASEGURAMIENTO DE CALIDAD. PROCESADO RA NACIONAL DE
ALIMENTOS CA. PRONACA. QUEVEDO. FEBRERO DEL 2010.



N° N° P. Caja P.M P. Caja + MS Humedad
PRODUCTO . %
Lote Caja (9) (9) (9)

Heces Cerdos Desarrollo 2 3A 301 1,7699 20,0339 9,4504 61,66
Heces Cerdos Desarrollo 2 3A 300 1,8022 20,022 9,3463 62,32
Heces Cerdos Desarrollo 2 3A 676 1,7834 20,0468 9,4058 61,98
Heces Cerdos Desarrollo 2 6A 602 1,7969 20,0003 8,6081 65,94
Heces Cerdos Desarrollo 2 6A 402 1,7598 20,0244 8,5063 66,31
Heces Cerdos Desarrollo 2 6A 465 1,7791 20,0347 8,5629 66,14
Heces Cerdos Desarrollo 2 9A 56 1,3696 20,0109 9,0222 61,76
Heces Cerdos Desarrollo 2 9A 34 1,3754 20,0760 8,8531 62,75
Heces Cerdos Desarrollo 2 9A 567 1,3923 20,0236 8,9482 62,27
Heces Cerdos Desarrollo 2 11A 111 1,3791 20,068 10,1435 56,33
Heces Cerdos Desarrollo 2 11A 125 1,3788 20,0648 9,3629 60,21
Heces Cerdos Desarrollo 2 11A 456 1,3356 20,0276 9,6898 58,29

PROMEDIO 62,16

ANEXO NO. 03. DETERMINACION DEL COEFICIENTE DE DIGESTIBILIDAD A TRAVES
DEL METODO DE RECOLECCION TOTAL DE HECES EN ALIMENT O
BALANCEADO CERDOS DESARROLLO 2. DEPARTAMENTO DE
INVESTIGACION Y ASEGURAMIENTO DE CALIDAD. PROCESADO RA
NACIONAL DE ALIMENTOS CA. PRONACA. QUEVEDO. FEBRERO DEL
2010.



Kcal/Kg

0,
Promedio Promedio Hum/gdad % Humedad Promedio Promedio Alimento Heces Consumo Excrecién
N°De % Coeficiente
Cerdo Alim / . Energia Energia . . Digestibilidad
Cons Kg/ Heces | Alim CD2 Heces con CD2 Alim CD 2 Heces CD 2 Base Seca |Base Seca Energia Energia
3A 2,98 0,646 11,87 61,66 4535,99 4356,28 2,63 0,25 11912,21 1079,55 90,94%
3A 2,98 0,646 11,60 62,32 4437,82 4260,70 2,63 0,24 11691,24 1037,73 91,12%
3A 2,98 0,646 11,71 61,98 4486,92 4308,47 2,63 0,25 11805,73 1058,94 91,03%
B6A 2,94 0,802 11,59 65,94 4530,89 4338,51 2,60 0,27 11776,65 1184,96 89,94%
B6A 2,94 0,802 11,42 66,31 4441,11 4345,41 2,60 0,27 11565,49 1174,15 89,85%
6A 2,94 0,802 11,58 66,14 4486,02 4341,96 2,60 0,27 11661,75 1179,10 89,89%
9A 3,00 0,969 11,63 61,76 4447,02 444437 2,65 0,37 11789,89 1646,93 86,03%
9A 3,00 0,969 11,66 62,75 4442,63 4365,42 2,65 0,36 11773,91 1575,58 86,62%
9A 3,00 0,969 11,63 62,27 4444.83 4404,89 2,65 0,37 11783,53 1610,66 86,33%
2,98 0,628 11,88 56,33 4554,23 4258,64 2,63 0,27 11959,93 1168,01 90,23%
11A
11A 2,98 0,628 11,85 60,21 4533,17 4365,62 2,63 0,25 11907,56 1090,93 90,84%
11A 2,98 0,628 11,87 58,29 4543,72 4312,14 2,63 0,26 11933,62 1129,61 90,53%
Promedio 89,45%
ANEXO NO. 04. FICHA TECNICA DE PRODUCTO TERMINADO CERDOS DESARROLLO 2. DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION Y

ASEGURAMIENTO DE CALIDAD. PROCESADORA NACIONAL DE A LIMENTOS CA. PRONACA. QUEVEDO. T322RIBA




ANEXO.05. METODO DE ANALISIS DETERMINACION DE HUM EDAD POR SECADO.
DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION Y ASEGURAMIENTO DE CA LIDAD.
PROCESADORA NACIONAL DE ALIMENTOS CA. PRONACA. QUEV EDO. NA-AC15-M01

Elaborado por: Revisado por: Aprobado por:
K. Lara G. Nava, Gerente de Nutricién J, Ibarra, Responsable del Sistema
0. Andino, Jefe de Sistemas de Calidad de calidad
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6.1

6.1.1

6.1.2

6.1.3
6.1.4

FUNDAMENTO

Este método determina la pérdida de peso expresada como porcentaje de
humedad de una muestra sometida al calor.

ALCANCE

Este método es aplicable a productos sélidos y semisélidos con excepcion de
aguellos que sometidos a temperaturas de 100 °C o mayores se descomponen.

DEFINICIONES

Pérdida por secado. Corresponde en su mayoria al contenido de agua libre de
los productos y a pequefias cantidades de otros compuestos volatiles.

MATERIALES Y EQUIPOS

Plato de aluminio

Desecador provisto de sustancia desecante

Balanza analitica con precision de 0.1 mg

Estufa termoregulable

REACTIVOS

No Aplica.

PROCEDIMIENTO

Método 1. Temperatura 104 °C, tiempo de secado 3 horas

Regular la estufa a 104 + 2 °C

Colocar 3 gramos, exactamente pesados de muestra finamente molida y
homogeneizada, en un plato de aluminio previamente tarado y pesado.

Colocar el plato en la estufa durante 3 horas (hasta peso constante).
Sacar el plato y enfriar en un desecador hasta temperatura ambiente.




6.1.5 Pesary calcular la pérdida de peso y reportar como porcentaje de humedad.
6.2 Método 2. Temperatura 135 °C, tiempo de secado 2 horas
6.2.1 Regular la estufaa 135 + 2 °C.
6.2.2 Proceder de igual manera que en método 1, con la excepcion que el tiempo de
secado es de 2 horas.
7. CALCULOS
(Pi-Pf)
Humedad (%) = ------------------- x 100
Pi
En donde :
Pi peso inicial en g. antes del calentamiento
= peso del recipiente mas la muestra — peso del recipiente
Pf peso final en g. después del calentamiento
= peso del recipiente mas la muestra seca — peso del recipiente
8. REFERENCIA DEL METODO
8.1 Método 1. Método AOAC 935.29 modificado
8.2  Método 2. Método AOAC 930.15 modificado
9. NOTAS COMPLEMENTARIAS
9.1 Mantener la temperatura de la estufa constante el tiempo de secado de las
muestras, no abrir la estufa.
9.2 La sustancia desecante debe estar en buenas ooedicisi se utiliza con
indicador de humedad ésta debe esta siempre azul.
9.3 Cuando se determina el contenido de humedad emuestra por el método 2, no
se debe utilizar ésta misma muestra en la detecdmae grasa cruda.
10. APENDICES
10.1 Histérico de las revisiones
Emisién No. Fecha Descripcion
1 2010-04-13 Original
10.2 Bibliografia

10.2.1 Association of Official Analytical chemis@fficial Méthodos of Anlysis of
AOAC international, 16 th Edition, Arlington USA935, Volumen I, capitulo 27, p
23, Volumen |, capitulo 4, p 2.




ANEXO.06. METODO DE  ANALISIS DETERMINACION ENERGIA BRUTA.
DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION Y ASEGURAMIENTO DE CA LIDAD.
PROCESADORA NACIONAL DE ALIMENTOS CA. PRONACA. QUEV EDO. NA-AC15-M36

Elaborado por: Revisado por: Aprobado por:
E. Macias, Laboratorista O. Andino, Gerente de Aseguramiento | J. Ibarra , Responsable del Sistema de
de Calidad Calidad

| Copia nimero: | |

1. FUNDAMENTO

1.1  Este método sirve para determinar la energiia lole una muestra sometida a
ignicién expresado en Kilocalorias / kilogramos

2. ALCANCE

2.1 Este método es aplicable directamente a materiazaprsolidas, semisolidas,
aceites, productos terminados, heces secas y @sjuptbductos con altos
contenidos de humedad deben ser previamente secados

3. DEFINICIONES

3.1 Energia Bruta.
3.2 Calorimetro.

4, MATERIALES Y EQUIPOS

4.1 Calorimetro

4.2 Bomba calorimétrica

4.3 Calentador de agua para el calorimetro
4.4 Prensa para pastillado

4.5  Tanque de oxigeno

4.6 Balanza analitica con precision de 0.1 mg
4.7 Cépsulas de aluminio

4.8 Pinzas

4.9 Bureta

4.10 Soporte universal
4.11 Tijeras

412 Regla

5. REACTIVOS



51

52

53

54

6.1

6.2

6.3

6.4

6.5

6.6

6.7

6.8

6.9

6.10

6.11

Solucion de Carbonato de sodio 0.072N. Pesar 3.84 g de Na,COj; previamente
deshidratado a 100°C por 2 horas y disolver en un litro de agua recientemente
hervida y fria.

Solucién indicadora de naranja de metilo, al 0.1. Pesar 0.1g del indicador
naranja de metilo, colocar en un balén de 100 ml y disolver con alcohol etilico.

Acido Benzoico RA, estandar para calorimetria: pastillas de acido benzoico
grado pa.

Alambre de fusion de cromo niquel

PROCEDIMIENTO
Moler la muestra en un molino con criba de 1mm.

Preparar una pastilla en la prensa con una cantidad de muestra alrededor de 1 a
15g¢.

Pesar la pastilla preparada en la céapsula de aluminio, manejar siempre la
capsula con pinzas, nunca con las manos.

Cortar méximo 14 cm del alambre de fusién y sujetarlos en los dos extremos del
soporte de la tapa de la bomba calorimétrica doblandolos en forma de V para
que tengan contacto con la muestra.

Colocar la capsula con la muestra en el soporte situado en la tapa de la bomba
calorimétrica y ubicar el alambre de tal forma que haga contacto.

Afadir 1 mL de agua dentro de la bomba calorimétrica, y cerrar la bomba
teniendo cuidado de enroscar la tapa de una forma correcta.

Revisar que la valvula que se utiliza para desfogar la presién esté cerrado y
proceder a inyectar de 25 a 35 atmosferas de oxigeno.

Situar la bomba dentro de la cubeta que contendra exactamente 2 litros de agua
destilada.

Conectar los electrodos en la bomba calorimétrica indistintamente.

Tapar el calorimetro y conectar el empaque del agitador hacia el motor que
permite el movimiento del mismo. Encender el aparato para que trabajen los
agitadores. Medir la temperatura del bafio de la cubeta que contiene la bomba la
cual no debe sobrepasar los 20 2C si esto ocurriera, se debe cambiar el agua del
bafio por una mas fria. Registrar la temperatura de la cubeta (Ti) cuando se
estabilice o no haya variacion de + 0.01°C.

Presionar el boton rojo de ignicion. La combustion de la muestra provocara un
aumento en la temperatura del agua de la cubeta que contiene la bomba,
aproximadamente 20 segundos después de la ignicion. El incremento en la
temperatura sera rapido al principio y mas lento a medida que se empieza a



6.12

6.13

6.14

6.15

6.16

7.1

8.1

estabilizar. Después de que la temperatura de la cubeta se ha estabilizado
alrededor de 5 min., lea y registre la temperatura final (Tf).

Desconectar el empaque del agitador y abrir la tapa del calorimetro, desconectar
los electrodos.

Coger la bomba calorimétrica con guantes y colocarla dentro de un chorro de
agua fria para bajar la temperatura de la misma.

Girar la valvula para sacar la presion de oxigeno contenida en la bomba, cuando
se haya liberado la presién desenrosque la tapa de la bomba y abra
cuidadosamente.

Lave dentro de la bomba, con un chorro de agua destilada de aproximadamente
150 mL, el interior de la bomba y la capsula que contiene la muestra , recoger en
un vaso de precipitacién de 250mL los liquidos del lavado y agregar 4 gotas de
indicador de naranja de metilo y titule con la solucién de carbonato de sodio
0.0720N hasta viraje a color amarillo. Registre los ml consumidos en la titulacion.

Medir el alambre de fusién que no se quemd y que debe estar adn unido a los
electrodos de la capsula de la muestra, registre los centimetros del alambre
residual.

CALCULOS
(w*At) - (e, +e;)
EB (Kcal/Kg) =-----------mnmnmmmmmmmmmee-

m

en donde:

EB (cal/g.) Energia bruta expresada en calorias/gramo

w Valor estandar de energia en calorias/°C del acido
benzoico patrén

At Diferencia Temperatura final — Temperatura inicial

e resultado de multiplicar el consumo de alambre en mm por
el calor de combustion del alambre de fusion 0.23 cal/mm,
si se usa el alambre de cromo niquel

e, Mililitros de carbonato de sodio 0.072N

m Peso de la muestra en gramos

REFERENCIAS DEL METODO

Método Oficial de ASTM 1974. Stantards for bomb calorimetry and combustién
métodos. American Society for Testing Materials. Philadelphias. Pa, U.S.A.

NOTAS COMPLEMENTARIAS



9.1 Las muestras semisolidas y liquidas deben ser qr&vite secadas a una
temperatura entre 60 y 80°C para evitar que elyatodsalpique durante la
ignicion por el contenido de agua.

9.2 Correccion por azufre. Si el contenido de azufre de la muestra es superior a
0.1% hay que determinarlo gravimétrica, volumétrica o nefelométricamente, este
contenido se debe restar en el numerador de la férmula explicada en calculos.

9.3 Tener en cuenta el contenido calorico del alamepeddiendo del material que
se utilice.

9.4 El agua del bafio debe ser cambiada cada vez gaal®e un nuevo analisis.

9.5 Cuando se manipule el tanque de oxigeno, las naelmen estar limpias, libres
de grasa para evitar combustion del oxigeno, taalcan guantes.

9.6 EI valor estandar de energia en cal/°’C del acidozdieo patrén debe
determinarse al menos una vez por afo, esta abeded®343.82 cal/g

10. APENDICES
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ANEXO. 07.

METODO DE ANALISIS DETERMINACION CENIZA'S ACIDO INSOLUBLES.

DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION Y ASEGURAMIENTO DE CA LIDAD. PROCESADORA
NACIONAL DE ALIMENTOS CA. PRONACA. QUEVEDO. NA-AC15 -M50
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1. FUNDAMENTO

1.2  Este método permite determinar el contenido en materias minerales insolubles en

acido clorhidrico de los piensos y sus materias primas.

2. ALCANCE

2.1 Este método es aplicable directamente a materias primas organicas solidas,

semisolidas, a la mayor parte de los piensos compuestos, a y mezclas minerales.

3. DEFINICIONES

3.2 Cenizas insolubles: Son las cenizas (es decir los restos inorganicos de una

combustion) que no son solubles en medio &cido.

3.3 Pienso: Alimento terminado

4. MATERIALES Y EQUIPOS

4.1. Capsulas de aluminio

4.2. Crisoles de porcelana

4.3. Erlenmeyer 250 mL




4.4.
4.5,
4.6.
4.7.
4.8.
4.9.
4.10.
4.11.
4.12.

Papel Filtro cuantitativo libre de cenizas
Percolador

Piceta

Balanza analitica con precisién de 0.1 mg
Bomba de vacio

Desecador provisto de sustancia desecante
Estufa termo regulable

Mufla termo regulable

Plancha de calentamiento

5. REACTIVOS

5.1.
5.2.
5.3.

6.2

6.3

6.4

6.5
6.6

6.7

6.8

Acido Clorhidrico 4 N
Agua Destilada
Nitrato de Plata 0.1 N

PROCEDIMIENTO

Se toma un peso de 10 g en la Balanza Analitica con sensibilidad 0,1 mg de
muestra seca deshidratada en la estufa termo regulable y enfriada en el Desecador,
de alimento balanceado y heces fecales

Se coloca la muestra dentro del erlenmeyer de 250 mL, y se agrega 100 mL de
Acido Clorhidrico (HCI) 4 N.

La mezcla es hervida muy despacio por un periodo de 30 minutos en una plancha
de calentamiento, junto con un extractor de vapor de aire

La mezcla caliente se filtra, utilizando papel filtro cuantitativo libre de cenizas.
Mientras se realiza la filtracion se lava el filtrado con agua destilada caliente (85 a
100 <), eliminando el Acido Clorhidrico de la mues tra.

Se verifica que se haya eliminado por completo el Acido Clorhidrico, tomando la
solucién de lavado y afiadiéndole 10 mL de Nitrato de Plata 0.1 N, hasta que no
exista la formacién de un precipitado blanquecino.

La ceniza junto con el papel filtro se transfieren a un crisol de 50 mL previamente

pesado.



6.9  Se introduce dentro de la mufle termo regulable durante 12 horas a 650
6.10 El crisol junto con la ceniza se refresca en un desecador para regular la temperatura

y se pesa

7. CALCULOS

(Pf-Pc)
Cenizas Insolubles Acido (%) = -------=-----m----- x 100
Pm
En donde:
Pm = peso de la muestra seca
Pf = peso de la capsula mas la ceniza insoluble en acido
Pc = peso de la capsula vacia.

8. REFERENCIA DEL METODO

8.1. Método CIA cenizas insolubles en acido segln el Autor Vogtmann-1975, utilizando
HCI 4N. Documento: Evaluation of Acid-Insoluble Ash as a Natiral Marker in Ruminant
Digestibility Studies. Journal Animal Science. University of Alberta. Canada

9. NOTAS COMPLEMENTARIAS

9.4 Mantener la temperatura de la estufa constante el tiempo de secado de las

muestras, no abrir la estufa.

9.5 Se debe evitar dejar enfriar la mezcla de la muestra tratada con acido para

gue pueda eliminarse todo el acido cuando se realiza el lavado.

10. APENDICES






